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Listeria monocytogenes on ympäristössä yleisesti esiintyvä elintarvikepatogeenibakteeri,
jonka hallinta elintarvikkeissa on vaikeaa, koska se voi kasvaa jääkaappilämpötilassa.
Riskiryhmille bakteeri voi aiheuttaa vakavan listerioosi-infektion. Mm. sellaisenaan syötävät
kalatuotteet, pastöroimaton maito ja pehmeät juustot ovat riskielintarvikkeita. L.
monocytogenes voi säilyä esim. maitotilalla pitkään ja kulkeutua toistuvasti tuotantotiloihin,
missä se voi muodostaa kestävää biofilmiä ja kontaminoida elintarvikkeita aina uudelleen.
Patogeenien hallinta edellyttää hyvää hygieniaa sekä alkutuotannossa että
elintarvikejalostuksessa ja soveltuvien pesu- ja desinfiointiaineiden asianmukaista käyttöä.
Mikrobit elävät yleensä pinnoille kiinnittyneissä yhteisöissä, biofilmeissä. Biofilmit ovat
pintaan kiinnittyneiden mikrobien ja niiden tuottamien solunulkoisten aineiden muodostelmia.
Bakteerien kiinnittyminen ja sitä seuraava biofilmin muodostus on monivaiheinen prosessi,
johon vaikuttavat mm. kasvupinnan ominaisuudet, lämpötila, saatavilla olevat ravinteet, solun
pinnan ominaisuudet, solujen väliset viestintäjärjestelmät ja solujen tuottamat eksopolymeerit.
Esim. Bap-proteiinilla on havaittu olevan vaikutusta bakteerien kiinnittymiseen.
Elintarviketeollisuudessa biofilmit ovat ongelmallisia, koska biofilmit ovat vähemmän
herkkiä desinfiointiaineille kuin planktoniset solut.
Tässä tutkielmassa tutkittiin maidosta eristettyjen L. monocytogenes -kantojen (n=26)
biofilmin muodostusta ja elintarviketeollisuudessa käytettävien pesuaineiden tehoa valittuihin
kantoihin. PCR-menetelmällä osoitettiin kymmenellä kannalla olevan bakteerien
kiinnittymiseen vaikuttava bapL-geeni. Kantojen havaittiin muodostavan jonkin verran
biofilmiä polystyreenipinnalla kristalliviolettivärjäykseen perustuvalla
mikrotiitterilevymenetelmällä. Biofilmin muodostuksessa ilmeni kantakohtaisia eroja, mutta
myös hajonta oli suurta ja rinnakkaisten ja toistotestien tulokset vaihtelivat paljon. Ryhmänä
bapL-positiiviset kannat muodostivat enemmän biofilmiä kuin bapL-negatiiviset kannat
(p?0,001). Suspensiotestillä testattiin yhden kiertopesuaineen ja neljän desinfioivan
pesuaineen tehoa kuuteen L. monocytogenes -kantaan 50 °C lämpötilassa. Riittävänä
tehokkuutena pidettiin 5 log10-yksikön vähennystä bakteeripopulaatiossa. Desinfioivat
pesuaineet tehosivat kaikkiin kantoihin. Kiertopesuaine oli riittävän tehokas viittä kantaa
vastaan, mutta yhdellä kannalla sen teho jäi alle 5 log10.
Tulokset tukevat varovasti aikaisempia havaintoja, että bapL-geeni vaikuttaa L.
monocytogenes -bakteerin kiinnittymiseen ja/tai biofilmin muodostukseen. Koska tulokset
vaihtelivat kantakohtaisesti, bapL-geeni ei näytä olevan välttämätön ja bakteerilla täytyy olla
muitakin vastaavia mekanismeja. Mikrotiitterilevymenetelmä osoittautui epävarmaksi
biofilmin muodostuksen mittaamisessa. Desinfioivat pesuaineet olivat tehokkaita planktonisia
soluja vastaan, mutta koska biofilmit kestävät desinfiointiaineita yleensä planktonisia soluja
paremmin, teho biofilmissä on testattava erikseen. Osin tehottomaksi jäänyt kiertopesuaine ei
ollut desinfioiva, ja se vaatinee myös korkeamman käyttölämpötilan tehotakseen paremmin.
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Listeria monocytogenes is a food pathogen bacterium that is common in the environment. It
can grow in refrigerator temperatures, which makes it hard to manage in food products. The
bacterium can cause a serious listeriosis infection for people who belong in risk groups. Risky
food products include ready-to-eat fish products, unpasteurized milk and soft cheeses. L.
monocytogenes can persist e.g. on a dairy farm for long periods and enter food processing
plants recurrently.  In food plants it can form lasting biofilm and contaminate food products
again and again. Effective pathogen control requires proper hygiene both in primary
production and in food manufacture and appropriate application of suitable sanitizers and
disinfectants.
Microbes usually live attached to a surface, in communities called biofilms. Biofilms are
formed of attached cells and their exopolymers. The surface attachment and subsequent
biofilm formation of bacteria is a complex process, which is affected among other things by
surface properties, temperature, available nutrients, cell-to-cell signaling and exopolymers
produced by the cells. E.g. bap-protein has been found to contribute to the attachment of
bacterium cells. In food industry biofilms pose a problem, because they are less susceptible to
sanitizers and disinfectants than planktonic cells.
In this thesis, the biofilm formation of L. monocytogenes -strains (n=26) isolated from
unpasteurized milk was investigated.  By PCR, ten of the 26 strains were shown to have the
bapL-gene, which has been observed to affect bacterial attachment in L. monocytogenes.
Biofilm formation was studied using a tissue culture plate method based on crystal violet
staining. The strains were found to form some biofilm on polystyrene. There were interstrain
differences in biofilm formation, but the results from replicates and repetitions also varied
quite a lot. As a group, the bapL-positive strains formed more biofilm than the bapL-negative
strains (p?0,001). The effect of four sanitizers and one cleaning-in-place (CIP) cleaning agent
used in food industry was tested against six chosen L. monocytogenes -strains in 50 °C. A 5
log10 reduction in bacteria counts was considered effective. The tested sanitizers were
efficient enough against all strains. The CIP cleaning agent was sufficiently effective against
five strains, but failed to reach the 5 log10 limit against one strain.
The results mildly support other findings that suggest that the bapL-gene affects the
attachment and biofilm formation of L. monocytogenes. Because the results differ between
strains, bapL does not seem to be essential and there must be other substitutive mechanisms
for the attachment of cells. The tissue culture plate method used turned out to be somewhat
unreliable for the study of biofilm formation. The tested sanitizers were effective against
planktonic cells, but because biofilms are known to resist disinfectants better, the
effectiveness of the sanitizers in biofilm must be tested separately. The CIP cleaning agent,
which was not effective for one strain, was not disinfective and it probably also needs a
higher temperature to work efficiently.
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7JOHDANTO
Listeria monocytogenes on gram-positiivinen patogeenibakteeri, jota esiintyy yleisesti
ympäristössä, pääasiassa kasvimateriaalia sisältävässä maaperässä (Lopez-Solanilla ym.
2003). Listeriaa on vaikea hallita elintarvikkeissa, sillä se pystyy lisääntymään
jääkaappilämpötilassa ja suhteellisen alhaisessa pH:ssa (Vignolo ym. 2000; Evira 2013a). Se
kestää pakastusta pitkiä aikoja ja sietää korkeita suolapitoisuuksia, mutta tuhoutuu
pastörointilämpötilassa (72 °C) (FDA 2008; Evira & THL [2013?]).
L. monocytogenes -bakteeria voi esiintyä mm. pastöroimattomassa maidossa, raa´assa kalassa
ja lihassa ja tuoreissa vihanneksissa (Evira 2013a). Myös kuumennetut tuotteet voivat olla
kontaminoituneita, jos bakteeria on joutunut tuotteeseen saastuneesta tuotantoympäristöstä.
Saastuneiden elintarvikkeiden syöminen voi aiheuttaa listerioosin, jonka riskiryhmässä ovat
vanhukset, vastasyntyneet, raskaana olevat ja vastustuskyvyltään heikentyneet ihmiset (THL
2013a). Ongelmia aiheuttaa se, että L. monocytogenes pystyy kiinnittymään pintoihin ja
muodostamaan kestävää biofilmiä (Beresford ym. 2001).
Biofilmit ovat mikro-organismien ja niiden solunulkoisten tuotteiden keräymiä, jotka ovat
kiinnittyneet abioottiselle tai bioottiselle pinnalle (Davey & O’Toole 2000).  Biofilmin
muodostuminen on aktiivinen, monivaiheinen prosessi (Kumar & Anand 1998). BapL-geeni
on yksi L. monocytogenes -bakteerin biofilmin muodostukseen vaikuttava tekijä, jolla on
havaittu olevan vaikutusta bakteerin kiinnittymiseen abioottisille pinnoille (Jordan ym. 2008).
BapL on bakteerin pintaproteiini. L. monocytogenes -bakteerin biofilmin muodostukseen
vaikuttavien tekijöiden on kuitenkin havaittu olevan kantakohtaisia, joten
kiinnittymismekanismeja ei voida yleistää koskemaan kaikkia kantoja. Biofilmin
muodostumiseen ja rakenteeseen vaikuttavat myös mm. uintisiimat, solujen väliset
signaalisysteemit, solujen eksopolymeerit ja fysikaaliset ja kemialliset tekijät, kuten
kiinnittymispinta, pH ja lämpötila (Renier ym. 2011).
Elintarviketuotantotilojen puhdistus on tärkeää tuotteiden laadun, säilyvyyden ja
turvallisuuden takaamiseksi (Wirtanen & Salo 2003). L. monocytogenes -bakteerin ja muiden
elintarvikepatogeenien biofilmin muodostus elintarviketuotantotiloissa aiheuttaa
8turvallisuusriskin, sillä biofilmien on havaittu kestävän pesuainekäsittelyjä huomattavasti
planktonisia soluja paremmin (McLandsborough ym. 2006).
Tämä pro gradu -tutkielma koostuu kirjallisuusosasta ja kokeellisesta osasta.
Kirjallisuusosassa kerrotaan L. monocytogenes -bakteerista elintarvikepatogeeninä,
biofilmeistä ja niiden muodostumiseen vaikuttavista tekijöistä sekä elintarvikepatogeenien
kontrolloinnista pesu- ja desinfiointiaineilla. Lopuksi esitellään myös biofilmien ja
pesuaineiden tehokkuuden tutkimusmenetelmiä. Tutkielman kokeellisessa osassa tutkitaan
pastöroimattomasta maidosta eristettyjen L. monocytogenes -kantojen biofilmin muodostusta
ja elintarviketeollisuudessa käytettävien pesuaineiden tehoa osaan kannoista ja selvitetään,
onko kannoilla biofilmin muodostukseen liitetty bapL-geeni.
9I KIRJALLISUUSOSA
1 LISTERIA MONOCYTOGENES ELINTARVIKEPATOGEENINA
Listeria-bakteerisukuun kuuluu kymmenen lajia, joista L. monocytogenes aiheuttaa lähes
kaikki ihmisen listerioositapaukset (EFSA & ECDC 2013). L. monocytogenes on merkittävä
elintarvikepatogeeni (Schlech 2000). 1900-luvun loppupuolella tapahtuneet muutokset
elintarvikkeiden tuotannossa ja jakelussa ja isäntätekijöiden lisääntyminen ovat saaneet
aikaan L. monocytogenes -ongelman. Bakteerin aiheuttama listerioosi voi olla vakava infektio
verenkierrossa ja keskushermostossa. Raskaana oleville seurauksena voi olla keskenmeno,
ennenaikainen synnytys tai vastasyntyneen vakava yleisinfektio tai aivokalvontulehdus (Evira
2013b). Listerioosi on kuitenkin harvinainen sairaus, eikä sitä aina huomata esim. sepsiksen,
enkefaliitin tai meningiitin aiheuttajaksi (Slech 2000). Pääasiallisina L. monocytogenes
-tartuntalähteinä ihmisillä ja eläimillä pidetään saastunutta ruokaa ja rehua (EFSA & ECDC
2013).
Vuosien 2009 ja 2010 tilastojen mukaan Euroopan unionissa listerioosin esiintyvyys oli
vähäinen verrattuna muihin zoonoottisiin ja elintarvikeperäisiin patogeeneihin, mutta
raportoitujen kuolemantapausten määrä oli korkeampi kuin millään muulla patogeenilla
(EFSA 2012). EU:ssa raportoitiin vuonna 2011 1476 listerioositapausta (EFSA & ECDC
2013). Kuolleisuus oli 12,7 %. Yhdysvalloissa raportoitiin vuosina 1998–2008 keskimäärin
2,4 listeriaepidemiaa vuosittain (CDC 2011). Vuonna 2011 raportoituja listerioositapauksia
oli 621, joista 10 % liittyi raskauteen (CDC 2013). Invasiivisista raskauteen liittymättömistä
tapauksista 94 % vaati sairaalahoitoa ja 22 % sairastuneista kuoli. Raskauteen liittyvistä
tapauksista 26 % johti sikiön kuolemaan.
Suomessa listerioosin esiintyvyys on EU:n korkeimpia (EFSA & ECDC 2013). Vuosina
2007–2012  Suomessa on raportoitu 34–71 listerioositapausta vuodessa (THL 2013b)1.
Tapausten määrä näyttää kasvaneen jonkin verran 2000-luvun alusta (Evira & THL [2013?]).
2000-luvulla listerioosi on ollut neljänneksi yleisin elintarvikkeista saatu tartunta Suomessa.
1 Tiedot L. monocytogenes -tapauksista ovat THL:n tartuntatautirekisterin tilastotietokannan sivuilta, joiden
päivitys on loppunut joulukuussa 2013. Tietokanta on siirtynyt marraskuussa 2013 uuteen osoitteeseen
(http://www.thl.fi/ttr/gen/rpt/tilastot.html), jossa tilastointikohteena on Listeria.
10
Kuolleisuus listerioosiin on korkea: Eviran (2013a) mukaan sairastuneista jopa 20–40 %
kuolee.
L. monocytogenes -riskielintarvikkeita ovat sellaisenaan syötävät, pitkään säilyvät tuotteet,
joiden valmistusprosessit eivät tuhoa listeriaa, kuten tyhjiö- tai suojakaasupakatut kylmäsavu-
ja graavikalatuotteet, tyhjiöpakatut sillituotteet ja mäti (Evira 2013b). Myös pastöroimaton
maito ja siitä valmistetut juustot, pastöroidusta maidosta valmistetut pehmeät juustot, kuten
tuorejuustot, sekä lihaleikkeleet ja -pateet ovat riskituotteita. Suomessa listeriaa on esiintynyt
lähinnä tyhjiöpakatuissa kylmäsavu- ja graavikalatuotteissa, joista on löydetty samanlaisia L.
monocytogenes -genotyyppejä kuin listerioosipotilailla (Evira & THL [2013?]).
EU:ssa elintarvikkeille asetetun rajan (100 pesäkettä muodostavaa yksikköä (pmy)/g) ylittäviä
L. monocytogenes -määriä havaittiin vuonna 2011 eniten ready-to-eat-kalatuotteissa,
juustoissa ja fermentoiduissa makkaroissa (EFSA & ECDC 2013). Bakteerin lähteen
jäljittäminen saattaa olla vaikeaa, koska listerioosi voi alkaa oireilla viikkoja tai jopa pari
kuukautta saastuneen ruoan syömisen jälkeen (Evira 2013b; THL 2013a). Elintarvikeperäistä
listerioosia voidaan torjua kontrolloimalla bakteerin esiintyvyyttä elintarvikkeiden
jalostustiloissa, huolellisuudella elintarvikkeiden käsittelyssä kotitalouksissa ja
erikoistapauksissa antibioottiestolääkityksellä (Schlech 2000).
Suurin osa raportoiduista eläinten listerioositapauksista on ollut märehtivillä
tuotantoeläimillä: naudoilla, vuohilla ja lampailla (Oliver ym. 2007). Maatilaympäristöt ovat
ihmisiä sairastuttavien L. monocytogenes -kantojen mahdollisia lähteitä ja varastoja.
Esimerkiksi huonolaatuinen rehu ja riittämätön navetta- ja lypsyhygienia lisäävät maidon L.
monocytogenes -kontaminaation riskiä (Sanaa ym. 1993). Koska listeriaa esiintyy laajalti
ympäristössä ja eläimissä, se kulkeutuu helposti teurastamoihin ja muihin
elintarvikejalostustiloihin raaka-aineiden mukana (Slech 2000; Takahashi ym. 2011).
Listeriaa voi joutua elintarviketiloihin myös työntekijöiden kengissä ja vaatteissa sekä
kuljetusvälineistössä olevan lian mukana (Swaminathan 2001).
Maitotiloilla lehmän listeriainfektion tai listerian aiheuttaman utaretulehduksen aiheuttama
suora kontaminaatio ja sekundaarinen kontaminaatio ympäristöstä tai ulosteista ovat kaksi
mahdollista reittiä tilasäiliömaidon saastumiselle (Yoshida ym. 1998). Kliinisesti terveet
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eläimet voivat olla kantajia ja erittää L. monocytogenes -bakteeria ulosteissaan (Husu 1990b;
EFSA & ECDC 2013). Raakamaidossa esiintyy melko yleisesti L. monocytogenes -bakteereja
ja ei-patogeenisia listerialajeja (Husu 1990a). Mahdollisia lähteitä maidon saastumiselle
listerialajeilla maitotiloilla ovat eläimet, rehut (heinät, oljet, ruohosäilörehu, tiivisterehut ja
perunamäski), lypsyvälineet ja navettaympäristö (Husu ym. 1990). Ulosteet ovat yksi
todennäköinen maidon ulkoisen listeriakontaminaation aiheuttaja maitotiloilla (Husu ym.
1990; Husu 1990b). Husun (1990b) tutkimuksissa listeriaa löytyi huomattavasti enemmän
tilatankkimaidosta niillä tiloilla, joissa listeriaa löytyi myös ulostenäytteistä, kuin niillä
tiloilla, joilla ulostenäytteissä ei havaittu listerialajeja.
Vaikka pastörointi tuhoaa patogeeniset bakteerit ja tekee maidon turvalliseksi kuluttajille, L.
monocytogenes -bakteerit tilasäiliömaidossa voivat kuitenkin aiheuttaa kontaminaatioriskin
maidonjalostuslaitoksissa (Latorre ym. 2011). Yhdysvaltalaistutkimuksessa ihmiselle
listerioosia aiheuttaneista L. monocytogenes -kannoista yli 20 % oli samaa PFGE-tyyppiä kuin
maitotiloilta eristetyt kannat, mikä viittaa siihen, että raaka-aineiden mukana
elintarviketuotantotiloihin voi kulkeutua ympäristökantoja, jotka voivat asettua
tuotantotiloihin ja aiheuttaa elintarvikkeiden prosessoinnin jälkeistä saastumista (Borucki ym.
2004). Maitotiloilla onkin tärkeätä vähentää säiliömaidon L. monocytogenes -kontaminaatiota
(Latorre ym. 2011). Lypsyhygieniaan ja utareiden puhdistukseen on kiinnitettävä huomiota,
jotta maidon ulkoinen kontaminaatio estyy (Husu ym. 1990).
L. monocytogenes -biofilmit voivat kasvaa elintarviketehtaissa alhaisissa lämpötiloissa (Slech
2000). Tehtaassa listeriaa voi joutua esim. työtasoille ja -välineisiin, käsineisiin ja
kuljetushihnoihin (Takahashi ym. 2011). Pesuista huolimatta sama listeriakanta voi säilyä
tuotantotiloissa vuosia ja saastuttaa välillä tuotteita (Evira 2013a). Jotkin L. monocytogenes
-kannat ovat persistoivia, eli ne aiheuttavat pitkäaikaisen kontaminaation, ja niitä havaitaan
toistuvasti tiloilla tai tuotantolaitoksissa (Lundén 2004). Ei-persistoivien kantojen
kontaminaatiot ovat puolestaan satunnaisia. Listeriakontaminaatiota voi yrittää vähentää
säntillisellä teollisuushygienialla (Slech 2000). Elintarviketeollisuudessa käytettävän HACCP
(Hazard Analysis at Critical Control Points) -ohjelman avulla parannetaan listerian ja muiden
patogeenien kontrollia elintarvikeympäristöissä. HACCP-ohjelmaan voidaan liittää
puhdistustulosten valvontasysteemi (Wirtanen & Salo 2003).
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Elintarviketilojen lisäksi L. monocytogenes voi kontaminoida kotona esim. leikkuulautoja ja
saastuneet pinnat voivat edelleen ristikontaminoida muita ruokia joita ei kypsennetä ennen
syömistä (Yang ym. 2009). Koti on viimeinen linkki elintarvikeketjussa, joten
ristikontaminaation välttäminen on keskeistä, kun halutaan pienentää listerioosiriskiä.
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2 BIOFILMIT
Bakteerit esiintyvät luonnossa yleensä pintoihin kiinnittyneissä yhteisöissä, biofilmeissä
(Davies ym. 1998). Planktonisesti kasvavat puhdasviljelmät ovat harvinaisia; on
huomattavasti tyypillisempää, että mikro-organismit muodostavat yhteistyössä populaatioita
(Davey & O’Toole 2000). Ne elävät ja kasvavat pääasiassa kiinnittyneinä elävillä ja
elottomilla pinnoilla, kuten maaperässä, vesiympäristössä, hampaiden pinnalla ja suoliston
limakalvoilla (Donlan 2001; Probert & Gibson 2002). Biofilmejä kasvaa lukemattomissa
erilaisissa ympäristöissä, ja biofilmin rakenne voi vaihdella paljonkin sen kasvuympäristön ja
siinä olevien mikrobien mukaan (Sutherland 2000).
Mikro-organismien kyky kiinnittyä pinnoille ja muodostaa biofilmiä on usein tärkeää niiden
pitkäaikaisen selviytymisen kannalta (Gilbert ym. 1997). Biofilmit ovat toiminnallisia
mikrobisolujen muodostamia kokonaisuuksia, jotka ovat solunulkoisten polymeerien
matriksin, omien metaboliatuotteiden ja ympäristöstä kerättyjen ionien ja ravinteiden
ympäröimiä. Yleensä biofilmit muodostuvat useiden lajien mikrobeista. Biofilmi tarjoaa
bakteereille suojaa ja homeostaasia (Davey & O’Toole 2000). Biofilmeillä on suuri merkitys
kansanterveydelle, koska niissä elävät mikro-organismit ovat vähemmän herkkiä
antimikrobisille tekijöille (Donlan 2001). Elintarviketuotannossa mikro-organismien
kiinnittyminen ja biofilmin muodostuminen voi olla vahingollista (Kumar & Anand 1998).
2.1 Biofilmin muodostuminen, rakenne ja elinkaari
Kun mikro-organismit muodostavat biofilmin, ne kiinnittyvät irreversiibelisti kasvualustaan ja
tuottavat solunulkoisia polymeereja (extracellular polymeric substance, EPS), jotka
edesauttavat kiinnittymistä ja matriksin syntyä (Donlan 2001). Biofilmissä organismin
fenotyyppi muuttuu. Biofilmin muodostuminen vaatii mikrobisolujen yhteistyötä (Davey &
O’Toole 2000). Solut kiinnittyvät ensin pintaan ja sen jälkeen toisiinsa solu-soluliitoksilla
(Heilmann ym. 1996).
Kuvassa 1 näkyvät biofilmin muodostumisen vaiheet. Marshin ym. (2003) tutkimuksessa L.
monocytogenes kiinnittyi teräspinnalle ja muodosti yhdessä tunnissa mikropesäkkeitä ja 24
tunnissa kolmiulotteista biofilmiä 35 °C lämpötilassa tryptonisoijaliemessä (TS-liemi, TSB).
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L. monocytogenes 10403s -kannan on virtauskammiossa havaittu ensikiinnittymisen jälkeen
muodostavan mikropesäkkeitä 24 tunnin sisällä ja kypsää kolmiulotteista biofilmiä 48
tunnissa (Todhanakasem ja Young 2008). Tämän jälkeen alkaa dispersiovaihe, jossa biofilmiä
irtoaa ja rakentuu uudelleen noin 12 tunnin sykleissä. Sauer ym. (2002) havaitsivat, että
biofilmisolut ilmentävät proteiineja hyvin eri tavalla biofilmin eri vaiheissa. Pseudomonas
aeruginosa -bakteerilla huomattiin olevan useita fenotyyppejä biofilmin kehityksen aikana.
Kuva 1. Biofilmin muodostumisen vaiheet. (Kuvan malli McLandsborough ym. 2006, s. 97)
Elintarvikkeiden valmistustiloissa pinnoille muodostuu aluksi likakerros (conditioning film),
kun bakteerit ja muut inorgaaniset ja orgaaniset molekyylit kuten maidon ja lihan proteiinit
adsorboituvat pintaan (Kumar & Anand 1998). Tämä likakerros voi muuttaa pinnan
fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia ja vaikuttaa näin bakteerien kiinnittymiseen (Palmer ym.
2007). Eri tutkimuksissa on saatu ristiriitaisia tuloksia lian muodostaman filmin positiivisista
ja negatiivisista vaikutuksista bakteerien kiinnittymiseen, mikä voi johtua erilaista
laboratorio-olosuhteista, bakteerikannoista, pinnoista ja käytetyistä orgaanisista
molekyyleistä.
Toinen vaihe biofilmien muodostumisessa on mikro-organismien kiinnittyminen lian
peittämälle pinnalle (Kumar & Anand 1998). Mikrobien kiinnittyminen voi olla joko
aktiivinen tai passiivinen tapahtumasarja. Bakteerisolujen ja kasvualustan välille kehittyy
aluksi heikkoja vuorovaikutuksia (reversiibeli kiinnittyminen), minkä jälkeen solut
kiinnittyvät irreversiibelisti. Irreversiibeliin kiinnittymiseen vaikuttavat dipoli-dipoli









Reversiibelissä kiinnittymisessä bakteerit kiinnittyvät heikosti pinnalle, ne tekevät Brownin
liikettä ja ne voidaan helposti huuhtoa pois 2,5 % natriumkloridilla (Marshall ym. 1971).
Irreversiibelisti kiinnityttyään bakteerit ovat vahvasti kiinni pinnassa, ne eivät tee Brownin
liikettä eivätkä huuhtoudu pois 2,5 % NaCl-liuoksella.
Mikro-organismit eivät välttämättä kiinnity pinnalle, johon on kehittynyt likakerros, vaan
myös pinnan hienorakenne vaikuttaa bakteerien kiinnittymiseen (Kumar & Anand 1998).
Bakteerit voivat kiinnittyä pinnan halkeamiin ja koloihin. Myös pinnan pH ja lämpötila
vaikuttavat mikro-organismien kiinnittymiseen. Biofilmin kasvualustaksi kelpaavat sekä
hyvin hydrofobiset materiaalit, kuten teflon, muovit, lateksi ja silikoni, että hydrofiiliset
materiaalit, kuten lasi ja monet metallit (Donlan 2001). Solun pintarakenteet vaikuttavat myös
kiinnittymiseen ja auttavat solua pysymään kasvualustassa ennen kuin pysyvät
kiinnittymismekanismit muodostuvat. Näitä rakenteita ovat mm. liikkumista avustavat,
flagelliiniproteiinista muodostuneet pitkät lieriömäiset siimat (lat. flagellum, mon. flagella),
hapsumaiset, ohuet tarttumiskarvat eli fimbriat ja solukalvon ulkopintaa ympäröivä
polysakkaridikapseli eli glykokalyksi (Haahtela 1996; Donlan 2001; Tirri ym. 2001).
Irreversiibelisti kiinnittyneet bakteerisolut kasvavat ja jakautuvat pinnan likakerroksen ja
ympäröivän nesteympäristön ravinteita hyväksikäyttäen. Syntyy mikropesäkkeitä, jotka
laajenevat pinnan peittäväksi solukerrokseksi. (Kumar & Anand 1998). Solut tuottavat
ekstrasellulaaripolymeereja, joiden muodostama EPS-matriksi on yksi tärkeimmistä biofilmin
rakenteista (Davey & O’Toole 2000; Donlan 2001). Se koostuu mm. eksopolysakkarideista,
proteiineista ja nukleiinihapoista (Davey & O’Toole 2000). Näistä eksopolysakkaridit ovat
tutkituimmat. Useimmat bakteerit pystyvät tuottamaan polysakkarideja joko
seinämateriaaliksi (kapselit) tai solunulkoiseen ympäristöön (eksopolysakkaridit).
Eksopolysakkarideilla on todennäköisesti erilaiset tehtävät ja rakenne eri
biofilmiyhdyskunnissa ja myös samassa yhdyskunnassa erilaisissa ympäristöolosuhteissa.
Matriksin rakenne vaihtelee vallitsevan fysikaalis-kemiallisen ympäristön mukaan (Gilbert
ym. 1997).
Kypsyessään biofilmi muodostaa tunnusomaisen rakenteen (Davey & O’Toole 2000).
Rakenteellisesti heterogeenisissa biofilmeissä massa on keskittynyt pääasiassa
mikropesäkkeisiin (Lewandowski 2000). Mikropesäkkeiden välissä on tyhjiä tiloja, jotka
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antavat biofilmille huokoisen rakenteen ja muodostavat kanavaverkoston, jossa vesi liikkuu
vapaasti. Hyvin läpäisevät vesikanavat joka puolella biofilmiä toimivat lähes kuin alkeellinen
verenkiertosysteemi (Davey & O’Toole 2000). Biofilmin EPS-matriksi pystyy sitomaan
itseensä paljon vettä vetysidosten avulla (Donlan 2002).
Kun biofilmi vanhenee, siinä olevien bakteerien on pystyttävä irrottautumaan selviytyäkseen
ja vallatakseen uusia elinpaikkoja (Kumar & Anand 1998). Tytärsolut irtoavat yksitellen tai
biofilmistä irtoaa isoja paloja biomassaa. Soluilla on kaksi tapaa poistua biofilmistä:
passiivinen irtoaminen (detachment) tai aktiivinen irrottautuminen (dispersion, dispersio)
(Davies 2011). Solut voivat irrota passiivisesti biofilmin reunalta nestevirtauksen tai
partikkelien törmäysten vaikutuksesta. Eukaryootit voivat myös syödä biofilmiä.
Nestevirtauksessa biofilmistä voi lohjeta yksittäisten solujen sijasta myös isoja osia. Kun
ulkoiset voimat kasvavat tarpeeksi isoiksi ja/tai biofilmiä koossa pitävät voimat heikkenevät,
biomassaa irtoaa ympäröivään nesteeseen.
Dispersio puolestaan on aktiivinen tapahtumasarja, jota sisäiset tai ulkoiset ärsykkeet
säätelevät fysiologisesti (Davies 2011). Solut poistuvat mikropesäkkeen tai biofilmin sisältä
esim. paikallisten epäsuotuisten olosuhteiden takia. Mm. ravinteiden vähyys, toksiinien ja
kuona-aineiden kertyminen, QS-solusignaalit tai gradienttien muutos biofilmissä voivat
laukaista biofilmin dispersion (Schooling ym. 2004; Davies 2011). Biofilmin ulkoseinä
rikkoutuu ja solut uivat tai kulkeutuvat ulos jättäen jälkeensä tyhjän tilan. Poistuessaan
biofilmistä solut muuntuvat planktoniseen muotoon (Davies 2011; Petrova & Sauer 2012). P.
aeruginosa -bakteerilla dispersiovaiheen solujen proteiiniprofiili muistuttaa enemmän
planktonisten solujen kuin kypsän biofilmin solujen proteiineja (Sauer ym. 2002).
Biofilmin muodostuminen, kasvu ja irtoaminen/dispersio on jatkuva prosessi, ja kypsässä
biofilmissä tapahtuu dispersiota ja kasvua samanaikaisesti (Davies 2011).
Elintarviketuotantotiloissa biofilmeistä irronneet bakteerit saattavat johtaa tilojen laajempaan
saastumiseen ja kontaminoida pintoja ja tuotantolinjoja (Allison 1998).
Dispersiomekanismien tunteminen voi kuitenkin auttaa uusien biofilmin hallintamenetelmien
kehittämisessä (Davies 2011).
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2.2 Biofilmin muodostukseen vaikuttavat tekijät
Quorum sensing (QS) on bakteerien kommunikoinnin muoto, jonka avulla ne pystyvät
havaitsemaan ympäröivän bakteeripopulaation koon ja muuttamaan toimintaansa sen mukaan
(Marshall 2013). Bakteerit tuottavat ja tunnistavat molekyylisignaaleja, autoindusoijia. Nämä
signaalit mahdollistavat oman ja muiden lajien tunnistamisen, ja tarpeeksi suuri määrä tiettyä
signaalia saa aikaan lukuisten geenien aktivoitumisen tai inaktivoitumisen. Redfield (2002)
esitti teorian, jonka mukaan QS-autoindusoijien tarkoitus ei olisikaan antaa bakteereille tietoa
populaatiotiheydestä, vaan ympäristön dynamiikasta. On mahdollista, että tuotettujen
autoindusoijien kertyminen tai väheneminen kertoo solulle mm. vallitsevasta
diffuusionopeudesta tai fyysisistä esteistä, ja näin solu voi muuttaa toimintansa
ympäristöolosuhteisiin sopivaksi.
Quorum sensing voi edesauttaa biofilmin populaatiokoon säätelyä ja edistää solujen
irtoamista biofilmistä (Irie & Parsek 2008). Sen avulla isot planktonisten solujen populaatiot
voivat muodostaa biofilmiä, kun bakteerit tarvitsevat suojaa erilaisissa stressitiloissa. Quorum
sensing voi myös muuttaa biofilmin solujen erittämien eksopolysakkaridien ja muiden
adhesiinien tuotantoa, ja vaikuttaa biofilmin pinnan liikkuvuuteen. Davies ym. (1998)
havaitsivat, että P. aeruginosa -bakteerin biofilmin muodostuksessa tarvittiin solujenvälinen
signaali monisoluisten rakenteiden kehittymiseksi. Signaalimolekyylin tuotannon estävä
mutaatio johti epänormaalin, natriumlauryylisulfaatille herkän mutanttibiofilmin
muodostumiseen. Näin ollen solu-solusignaalien estäminen voisi auttaa biofilmien
torjumisessa (Davies ym. 1998). Monilla lajeilla on useita QS-systeemejä, jotka voivat
vaikuttaa eri tavoin, ja juuri biofilmiin vaikuttavien systeemien tunnistaminen voi olla vaikeaa
(Irie & Parsek 2008).
Kiinnittymispinnan materiaali ja rakenne, solun pinnan ominaisuudet ja ympäristöolosuhteet
vaikuttavat bakteerien kiinnittymiseen ja biofilmin muodostukseen. Ortegan ym. (2008)
tutkimuksissa Staphylococcus epidermidis -bakteerilla selvisi, että kiinnittyneiden solujen
tiheys ruostumattomalla teräspinnalla oli verrannollinen bakteerien pitoisuuteen suspensiossa.
Pinnan karheus vaikutti myös kiinnittymiseen.  Pinnan karheutta mitataan yleisesti Ra-arvolla
(average roughness, keskimääräinen pinnankarheus, µm), joka on aritmeettinen keskiarvo
pinnan kuoppien ja huippujen syvyydestä/korkeudesta (Petropoulos ym. 2010). S. epidermidis
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kiinnittyi enemmän karkeammalle (Ra 1,37 µm) kuin sileämmälle (Ra ? 0,14 µm) pinnalle
(Ortega ym. 2008). Myös pyörteisen huuhtelun jälkeen kiinnittyneitä soluja oli edelleen
eniten karkeammalla pinnalla. Cerca ym. (2005) havaitsivat, että kliinisten S. epidermidis
-kantojen soluseinän hydrofobisuus vaihteli, mutta sillä ei juuri ollut vaikutusta pintaan
kiinnittymiseen. Kiinnittymisalustalla oli kuitenkin merkitystä, sillä kannat kiinnittyivät
hydrofobiselle akryylille paremmin kuin hydrofiiliselle lasille. Kiinnittymisellä ja
biofilminmuodostuksella ei havaittu yhteyttä, joten vahva kiinnittyminen ei välttämättä johda
monimutkaisen biofilmin muodostukseen.
Nestekontaktilla tai sen puutteella on myös vaikutusta biofilmin kehitykseen ja
ominaisuuksiin. Baen ym. (2012) tutkimuksessa saatiin selville, että 100 % suhteellisessa
kosteudessa ruostumattomalle teräkselle muodostuneet Escherichia coli O157:H7-, L.
monocytogenes-, Salmonella ser. Typhimurium-, Staphylococcus aureus- ja Cronobacter
sakazakii -biofilmit selviytyivät paremmin kuivemmissa olosuhteissa kuin TS-liemessä
muodostuneet biofilmit. Tutkijoiden mukaan tämä voi johtua siitä, että ilman nestekontaktia
muodostuneilla biofilmisoluilla on erilainen koostumus ja EPS-rakenne, joka vaikuttaa niiden
selviytymiseen kuivissa olosuhteissa.
Houry ym. (2010) tutkivat Bacillus cereus -bakteerin siimojen vaikutusta biofilmin
muodostukseen. Bakteerin siimaton mutantti ja siimallinen, liikkumaton mutantti eivät juuri
muodostaneet biofilmiä polyvinyylikloridi (PVC) -mikrotiitterilevyllä tai lasiputkissa.
Liikkumaton mutantti muodosti kuitenkin enemmän biofilmiä kuin kokonaan siimaton, joten
siimoilla itsessään on jotain vaikutusta biofilmin muodostukseen staattisissa olosuhteissa.
Virtauskammiossa puolestaan mutantit tuottivat paksua ja tiheää biofilmiä, ja siimaton
mutantti tuotti sitä nopeammin kuin villityyppi. Lasilevyillä virtauskammiossa siimattomuus
lisäsi kiinnittyneiden bakteerien määrää, liikkumattomat siimat eivät. Houryn ym. (2010)
mukaan dynaamisissa olosuhteissa liikkuvuudella ei ole merkitystä, ja siimoilla on
negatiivinen vaikutus lasiin kiinnittymisessä.
Staattisissa olosuhteissa biofilmi voi kasvaa jakautumisen ohella myös rekrytoimalla
planktonisia soluja (Houry ym. 2010). B. cereus -solujen siimavälitteinen liike auttoi soluja
tunkeutumaan biofilmiin. Biofilmin reunoilla olevat liikkumiskykyiset bakteerit pystyvät
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myös auttamaan biofilmiä levittäytymään pinnalla. Lisäksi P. aeruginosa -bakteerien
siimaliikkeen on havaittu auttavan solujen irrottautuessa biofilmistä (Sauer ym. 2002).
2.3 Bap-proteiini
Cucarella ym. (2001) löysivät S. aureus -kannoilta biofilmin muodostumiseen osallistuvan
2276 aminohaposta koostuvan pintaproteiinin bap (biofilm-associated protein), jota koodaa
bap-geeni. Kannat, joilla oli bap, muodostivat abioottisella pinnalla biofilmiä paremmin kuin
kannat, joilla proteiinia ei ollut. Tutkimuksessa havaittiin, että bap osallistuu paitsi
solujenväliseen kiinnittymiseen ja solukerrosten muodostumiseen, myös primaariseen
kiinnittymiseen abioottiselle pinnalle.
Bakteerien biofilmin muodostukseen vaikuttavia tekijöitä etsittäessä on löydetty ryhmä
pintaproteiineja, jotka ovat samankaltaisia kuin bap (Lasa & Penadés 2006). Osa näistä
proteiineista on saanut aikaan biofilmin muodostusta EPS:n puuttuessa, vaikka oli kuviteltu,
että EPS on välttämätön kypsän biofilmin muodostuksessa. Bap-ryhmään kuuluvat proteiinit
ovat suurikokoisia ja niillä on rakenteessaan useita toistoja ja signaalisekvenssi
solunulkoiselle eritykselle (Cucarella ym. 2004; Lasa & Penadés 2006).
Mack ym. (1994; 1996) löysivät biofilmiä muodostavasta S. epidermidis -bakteerista PIA
(polysaccharide intercellular adhesin) -polysakkaridin, joka osallistuu solu-soluadheesioon ja
biofilmin kerääntymiseen. PIA on lineaarinen glukosaminoglukaani, jonka ?-1,6-linkatuista
2-deoksi-2-amino-D-glukopyranosyylitähteistä 80–85 % on N-asetyloituja (Mack ym. 1996).
Geenit icaA, icaB ja icaC osallistuvat solujenväliseen kiinnittymiseen ja PIA:n ilmentymiseen
ja erittymiseen (Heilmann ym. 1996). Sekä S. epidermidis että S. aureus -bakteereilla ica-
lokus välittää solu-soluadheesiota biofilmin muodostuksessa: ica-geenien poistaminen vei
tutkimuksessa bakteerien kyvyn PIA:n tuottoon ja biofilmin muodostukseen (Cramton ym.
1999). Lokus ica säätelee lisäksi polysakkaridiadhesiini PS/A:n ilmentymistä (McKenney ym.
1998). PS/A:n on havaittu S. epidermidis -bakteerilla edesauttavan bakteerin kiinnittymistä ja
biofilmin muodostusta (Muller ym. 1993). PS/A on myös rakenteeltaan poly-1,6-N-
asetyyliglukosamiini (PNAG) (Maira-Litran ym. 2002).
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Kun Cucarella ym. (2004) tutkivat ica- ja bap-geenien merkitystä S. aureus -utare-
tulehduskantojen biofilmin muodostuksessa, he havaitsivat, että vain sekä ica- että bap-posi-
tiiviset kannat olivat vahvoja biofilmin muodostajia, ja ica-positiiviset, bap-negatiiviset
kannat muodostivat biofilmiä heikommin. Bap-positiivinen mutanttikanta, jolta ica-operoni
oli poistettu, pystyi tuottamaan biofilmiä yhtä hyvin kuin villityypin kanta, mikä osoitti, että
PIA/PNAG-tekijöiden puuttuessa bap-proteiini riittää saamaan aikaan biofilmin muodostusta
abioottisilla pinnoilla. Hyvin biofilmiä muodostavalla bap- ja ica-positiivisella kannalla oli
eniten resistenssiä antibiooteille (Cucarella ym. 2004). Ica-positiivisen, bap-negatiivisen
kannan resistenssi oli toiseksi suurin, ja sekä ica- että bap-negatiivisen kannan resistenssi
matalin. Antibioottiresistenssi liittyi biofilminmuodostukseen, koska klassisissa
liemikasvatuskokeissa ei havaittu eroja kantojen välillä.
Cucarella ym. (2004) havaitsivat myös, että bap-positiivisilla kannoilla oli suurempi kyky
persistoida maitorauhasessa kuin bap-negatiivisilla kannoilla. Tutkimustulokset osoittivat,
että bakteerikannat, joilla oli sekä bap- että icaADBC-geenit, ja kannat, joilla oli vain
icaADBC-geenit, aiheuttivat osalle lehmistä infektion, jota ei pystytty havaitsemaan
somaattisten solujen pitoisuuden perusteella. Koska infektio jää näin huomaamatta, biofilmiä
muodostavilla kannoilla on hyvät mahdollisuudet selviytyä utareessa ja persistoida
maitotilalla.
Jordan ym. (2008) tunnistivat L. monocytogenes EGD:n genomista avoimen lukukehyksen
(lmo0435) Bapin kaltaiselle proteiinille. Geeni nimettiin bapL:ksi, koska sen todettiin
osallistuvan L. monocytogenes 10403S -kannan biofilmin muodostukseen. Kun kannalle
tehtiin insertiomutaatio, joka esti bapL-geenin toiminnan, mutanttikanta kiinnittyi 50 %
vähemmän polystyreenille kuin alkuperäinen kanta.  Tutkimuksessa kuitenkin havaittiin, että
tutkituista meijeri-, liha- ja kliinisistä isolaateista ainoastaan neljällä seitsemästätoista oli
bapL-geeni ja kaksi bapL-negatiivista juusto- ja meijerikantaa kiinnittyivät polystyreeni- ja
teräspinnoille jopa paremmin kuin bapL-positiivinen 10403S-kanta. Jordan ym. (2008)
päättelivätkin, että L. monocytogenes -bakteerin kiinnittymiseen on ainakin kaksi
mekanismia: bapL-riippuvainen ja bapL-riippumaton. Koska kiinnittymiseen vaikuttavat
tekijät ovat kantakohtaisia, yhden isolaatin tuloksia ei voida yleistää.
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2.4 Listeriabiofilmit
L. monocytogenes -bakteerin biofilmin rakenne voi vaihdella kantakohtaisesti, ja
bakteerisolun ominaisuuksien lisäksi monet ympäristötekijät vaikuttavat listerian pinnoille
kiinnittymiseen, biofilmin muodostumiseen ja rakenteeseen. Marsh ym. (2003) havaitsivat L.
monocytogenes -biofilmeillä hunajakennomaisen rakenteen, jossa solut ovat kiinnittyneinä
toisiinsa lankamaisten eksopolymeerien avulla muodostaen kanavia, joiden kautta vesi,
ravinteet ja jätteet pääsevät kulkemaan. TS-liemessä 35 °C:ssa inkuboidut bakteerit olivat
pyyhkäisyelektronimikroskopialla (scanning electron microscopy, SEM) tarkasteltuna 1
tunnin jälkeen kiinnittyneet ruostumattomalle teräspinnalle ja muodostaneet mikrokolonioita.
24 h jälkeen oli muodostunut kolmiulotteista hunajakennorakennetta ja EPS:ia, ja 48 h jälkeen
rakenne oli paksuuntunut ja monimutkaistunut edelleen.
Borucki ym. (2003) havaitsivat SEM-menetelmällä, että hyvin biofilmiä muodostava
persistoiva maitotankkikanta muodosti 30 °C:ssa MW-liemessä (Modified Welshimer’s broth)
sekä PVC:llä että teräksellä 40 tunnissa tiheän, kolmiulotteisen rakenteen, jossa oli kanavia ja
huokosia. Heikosti biofilmiä muodostava ei-persistoiva maitotankkikanta sitä vastoin
muodosti harvoja solukeräymiä teräksellä ja kiinnittyi PVC:lle lähinnä yksittäisinä soluina
muodostamatta biofilmiä. Kalmokoffin ym. (2001) tutkimuksessa 36 kliinistä ja
elintarvikkeista ja ympäristöstä peräisin olevaa L. monocytogenes -kantaa eivät muodostaneet
biofilmiä teräslevyllä 72 tunnissa huoneenlämmössä BHI-liemessä. SEM-tarkastelun mukaan
solut kiinnittyivät pintaan, mutta eivät yhtä poikkeuskantaa lukuun ottamatta muodostaneet
mikropesäkkeitä saati suurempia solurykelmiä. Kantojen kiinnittymistehokkuus vaihteli, ja
kannoilla, jotka kiinnittyivät enemmän, oli solunulkoisia fibrillejä eli säikeitä.
Seuraavissa alaluvuissa esitellään L. monocytogenes -bakteerin biofilmin muodostukseen
liittyviä ominaisuuksia sekä ympäristötekijöiden vaikutusta biofilmien kehittymiseen ja
rakenteeseen.
22
2.4.1 Biofilmeihin liittyvät solun ominaisuudet
Biofilmisolut ilmentävät geenejä eri tavalla kuin planktoniset solut (Ouyang ym. 2012).
Hefford ym. (2005) löysivät tutkimuksissaan 19 geeniä, joita L. monocytogenes 568 -kanta
tuotti biofilmissä enemmän kuin planktonisessa muodossa. Biofilmissä enemmän tuotetut
proteiinit liittyivät mm. geeninsäätelyyn, stressireaktioihin, energiantuotantoon ja proteiini- ja
biosynteesiin. Samoin Lourençon ym. (2013) tutkimuksissa hyvillä L. monocytogenes
-biofilminmuodostajakannoilla J311 (raa’asta broilerista) ja 3119 (juustosta) oli erilaiset
eksoproteomit biofilmissä ja planktonisessa muodossa. Kannat tuottivat mm. fosfolipaasi
PlcA:ta, flagelliinia (FlaA), aktiininmuodostusta indusoivaa proteiinia (ActA) ja oletettuja
penisilliiniä sitovaa proteiinia (Lmo1438) ja soluseinän sitovaa proteiinia (Lmo2504)
huomattavasti enemmän biofilmissä kuin planktonisessa muodossa. Lmo2504-proteiinin on
havaittu edistävän biofilminmuodostusta (Lourenço ym. 2013). Mutanttikanta, jolta geeni oli
poistettu, muodosti huonommin biofilmiä kuin villityypin kanta. Myös Changin ym. (2013)
löytämä DNA-translokaasigeeni lmo1386 edesauttaa L. monocytogenes -biofilmin
muodostusta abioottisilla pinnoilla. Mutantit, joilla geenin toiminta oli estetty, kiinnittyivät
villityyppiä heikommin ja myös muodostivat vähemmän biofilmiä staattisissa oloissa.
Virtausoloissa mutanttibiofilmiä muodostui myös vähemmän ja sen rakenne oli villityypin
biofilmiä litteämpi.  Geenikomplementaatio palautti mutantin biofilminmuodostuskyvyn.
Chang ym. (2012) löysivät mariner-pohjaisen transposonimutageneesin avulla L.
monocytogenes Scott A -bakteerilta 24 biofilminmuodostukseen liittyvää geeniä, joista 18 oli
ennen raportoimattomia. Geenit olivat suurimmaksi osaksi siimaliikkuvuuteen,
geeninsäätelyyn ja solun pintarakenteisiin liittyviä. Kumarin ym. (2009) tutkimuksessa L.
monocytogenes EGDe- ja EGD -kantojen kaksiosaisen säätelyjärjestelmän degU:n
inaktivaatio sai aikaan liikkumiskyvyttömän mutantin, joka ei muodostanut biofilmiä. Lisäksi
mutantit, joilla kaksiosainen agrA-säätelysysteemi, autolysiini-adhesiinigeeni ami tai
flagelliinigeeni flaA oli inaktivoitu, kiinnittyivät villityyppiä huonommin ja muodostivat
heikommin biofilmiä.
Kantojen serotyypin vaikutuksesta biofilminmuodostuskykyyn on saatu vaihtelevia
tutkimustuloksia. Romanovan ym. (2007) tutkimuksessa serotyyppiin 1 kuuluvat kannat
muodostivat biofilmiä paremmin kuin serotyypin 4 kannat. Myös Pan ym. (2010) havaitsivat,
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että serotyypin 1/2a kannat muodostivat tiheämpää biofilmiä kuin serotyypin 4b kannat. Chae
& Schraft (2000), Djordjevic ym. (2002) ja Borucki ym. (2003) puolestaan eivät havainneet
yhteyttä L. monocytogenes -kantojen serotyypin ja biofilminmuodostuskyvyn välillä.
Boruckin ym. (2003) tutkimuksissa kuitenkin fylogeneettiseen ryhmään II kuuluvat kannat
olivat parempia biofilmimuodostajia kuin ryhmän I kannat. Djordjevicin ym. (2002) ja
Takahashin ym. (2009) tulokset taas olivat päinvastaiset. Takahashin ym. (2009)
tutkimuksessa havaittiin myös todennäköisesti samaa geneettistä alkuperää olevien L.
monocytogenes -isolaattien (sero-, ribo- ja pulsotyyppi samoja), muodostavan eri määriä
biofilmiä, joten ympäristön olosuhteet vaikuttavat biofilmin muodostukseen.
Lemon ym. (2010) havaitsivat yhteyden L. monocytogenes -bakteerin virulenssin ja biofilmin
muodostuksen välillä. Virulenssia positiivisesti säätelevä PrfA-transkriptiotekijä edisti
bakteerin biofilminmuodostusta pintaan kiinnittymisen jälkeen. Ilman prfA:ta kannat
muodostivat vähemmän biofilmiä kuin villityypin kannat, vaikkakin ne kiinnittyivät pintaan
yhtä hyvin. Toisaalta Kumarin ym. (2009) tutkimuksissa L. monocytogenes EGDe:n  ?prfA-
mutantin ja villityypin biofilmin muodostuksessa ei havaittu merkitsevää eroa. Melonin ym.
(2012) mukaan elintarvike- ja ympäristönäytteistä eristettyjen L. monocytogenes -kantojen
biofilminmuodostuksella, serotyypillä ja virulenssilla oli yhteys. Erityisesti serotyyppeihin
1/2b ja 4b kuuluvat kannat, joilla oli 9 virulenssiin liitettyä geeniä ja ActA-tuote, tuottivat
enemmän biofilmiä polystyreenillä Brain Heart Infusion (BHI) -liemessä kuin muut kannat. L.
monocytogenes -kantojen virulenssilla ja nanotason kiinnittymisellä piinitridipinnalle on myös
havaittu korrelaatio, mikä viittaa siihen, että voimakkaasti virulenttien kantojen vahvempi
kiinnittyminen voi auttaa niitä selviytymään ympäristössä paremmin ja siten infektoimaan
ihmisiä ja eläimiä (Park ym. 2009).
Listeriabakteerin uintisiimat vaikuttavat bakteerien kiinnittymiseen ja biofilmin
muodostukseen. Vatanyoopaisarn ym. (2000) havaitsivat, että siimat edistävät
alkukiinnittymistä L. monocytogenes -bakteerilla. Siimaton mutantti kiinnittyi 22 °C:ssa
ruostumattomalle teräkselle kymmenen kertaa villityyppiä huonommin. Koska tutkimus
tehtiin liikkuvuuden estävissä olosuhteissa, siimoilla itsessään täytyi olla vaikutus
kiinnittymiseen. 37 °C:ssa kantojen kiinnittymisessä ei ollut eroja; vain noin viidesosan L.
monocytogenes -kannoista on havaittu ilmentävän siimoja 37 °C:ssa (Way ym. 2004).
Lemonin ym. (2007) mukaan siimojen pääasiallinen vaikutus L. monocytogenes -biofilmin
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muodostumiseen on kuitenkin liike, ei adheesio, ja siimavälitteinen liike on tärkeää sekä
bakteerin kiinnittymiselle että biofilminmuodostukselle. Siimaton mutantti ja mutantti, jonka
siimat eivät liikkuneet, muodostivat biofilmiä selvästi heikommin kuin liikkuvat L.
monocytogenes -kannat. Myös Kumar ym. (2009) havaitsivat, että L. monocytogenes EGD:n
liikkumaton flaA-mutantti muodosti harvempaa biofilmiä kuin villityyppi.
Biofilmin muodostuminen ei kuitenkaan näytä vaativan siimaliikkuvuutta ainakaan kaikissa
olosuhteissa. Todhanakasemin ja Youngin (2008) tutkimuksissa L. monocytogenes 10403s
-kannan mutantti, jolla ei ollut siimoja, ja mutantti, jonka siimat eivät liikkuneet, muodostivat
staattisissa oloissa mikrotiitterilevyllä vähemmän biofilmiä kuin villityyppi 10403s, mutta
virtauskammiossa mutantit olivat muodostaneet 24 tunnissa enemmän biofilmiä kuin
villityyppi, ja biomassa lisääntyi myös tämän jälkeen. Havaittu hyperbiofilmifenotyyppi erosi
villityypistä, jonka muodostamasta kypsästä biofilmistä irtosi biofilmiä sykleittäin samalla
kun uutta biofilmiä rakentui.  Hyperbiofilmifenotyyppi osoittaa, että siimavälitteinen
liikkuvuus ei ole välttämätöntä L. monocytogenes -biofilmin muodostuksessa (Todhanakasem
ja Young 2008). Houry ym.  (2010) tekivät samansuuntaisia havaintoja B. cereus -bakteerilla.
Myöskään Di Bonaventuran ym. (2008) mukaan siimavälitteinen liike ei liene välttämätöntä.
Tutkituista 44 L. monocytogenes -kannasta kolmekymmentä liikkui uimalla 22 °C:ssa. Neljä
kantaa oli lisäksi uimakykyisiä myös 12 °C:ssa. Liikkuvuuden ja biofilminmuodostuksen
välillä ei havaittu positiivista yhteyttä, vaan sen sijaan ruostumattomalla teräksellä kasvavan
biofilmin muodostuksen ja uintikyvyn välillä oli negatiivinen korrelaatio. Takahashi ym.
(2010) eivät havainneet yhteyttä L. monocytogenes -kantojen liikkuvuuden ja kiinnittymisen
tai biofilmin muodostuksen välillä PVC-pinnalla.
Chae ym. (2006) tutkivat bakteerisolun hydrofobisuuden vaikutusta biofilmin muodostukseen.
Tutkimuksessa ei tullut esiin yhteyttä L. monocytogenes -solun pinnan hydrofobisuuden tai
varauksen ja lasipinnalle kiinnittymisen (3 h) tai biofilminmuodostuksen (24 h) välillä. Osa
tutkituista 21 kannasta oli hydrofobisia ja osa hydrofiilisia. Skovager ym. (2012) eivät
myöskään havainneet listeriakantojen pinnan hydrofobisuuden ja ruostumattomalle teräkselle
kiinnittymisen välillä korrelaatiota. Takahashin ym. (2010) havaintojen mukaan L.
monocytogenes -bakteerien affiniteetti polaarittomiin liuottimiin ja kiinnittyminen PVC-
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pinnalle taas korreloivat keskenään, joten ilmeisesti bakteerisolun hydrofobisuus vaikuttaa
hydrofobisille pinnoille kiinnittymiseen. Lämpötila näyttää vaikuttavan L. monocytogenes
-kantojen hydrofobisuuteen: Di Bonaventura ym. (2008) havaitsivat että 37 °C:ssa bakteerit
ovat hydrofobisempia kuin 4, 12 ja 22 °C:ssa.
Chae ym. (2006) eivät havainneet yhteyttä epideemisten ja sporadisten L. monocytogenes
-kantojen lasipinnalle kiinnittymisen (3h) ja biofilmin muodostuksen (24 h) välillä.
Takahashin ym. (2010) tutkimuksissa taas selvisi, että listeriakantojen kyvyllä kiinnittyä
PVC-pintaan (30 min) ja biofilmin muodostuksella (48 h) on korrelaatio. Mitä enemmän
bakteerikanta kiinnittyi aluksi, sitä enemmän se tuotti biofilmiä.
Koska kyky kiinnittyä voimakkaasti pintaan saattaa auttaa biofilmin muodostuksessa ja
pesuista selviytymisessä, hyvä kiinnittymiskyky voi olla syy L. monocytogenes -kannan
persistenssiin (Norwood ja Gilmour 2001).  Szlavikin ym. (2012) tutkimuksessa persistoivat
L. monocytogenes -kannat eivät kiinnittyneet ei-persistoivia paremmin PVC- ja lasipinnoille,
mutta Norwoodin ja Gilmourin (2001) mukaan L. monocytogenes FM876, persistoiva
maitoteollisuuskanta, kiinnittyi Scott A -kantaa enemmän ruostumattomalle teräspinnalle.
Myös Chae ym. (2006) havaitsivat, että pääosin ihmisperäiset epideemiset kannat kiinnittyivät
lasipinnalle kolmen tunnin aikana tunnissa enemmän kuin sporadiset, mutta 24 tunnin
biofilmin muodostuksessa eroa ei havaittu. Persistoivien ja ei-persistoivien kantojen välillä on
löydetty kuitenkin eroja myös biofilmin muodostuksessa. Boruckin ym. (2003) ryhmä tutki 80
L. monocytogenes -kannan kasvua ruostumattomalla teräksellä ja PVC:llä MW-liemessä 30
°C lämpötilassa 40 tunnin ajan, ja persistoivien kantojen havaittiin muodostavan ei-
persistoivia kantoja enemmän biofilmiä.
Biofilmisolut kestävät kuivissa olosuhteissa planktonisia listeriasoluja paremmin. Hansenin ja
Vogelin (2011) tutkimuksessa selvitettiin, miten teräslevyillä kasvatetut L. monocytogenes
N53-1 -biofilmisolut selviävät kuivauksesta 43 % suhteellisessa kosteudessa ja 15 °C
lämpötilassa. Biofilminäytteitä kuivattiin 49 ja planktonisia solunäytteitä 23 päivää.
Havaittiin, että vähäsuolaisissa näytteissä kuivauksesta selviytyi merkitsevästi suurempi osuus
biofilmisoluista kuin planktonisista soluista. Biofilmin kuivuudelta suojaava vaikutus voi
johtua muutoksista soluaineenvaihdunnassa ja soluseinän koostumuksessa ja/tai biofilmin
matriksin tai eksopolymeerien tarjoamasta suojasta (Hansen ja Vogel 2011).
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Koska biofilmi auttaa siinä olevia bakteereita selviämään kuivauksesta, se lisää
ristikontaminaation riskiä elintarvikejalostuksessa. Hansen ja Vogel (2011) testasivat L.
monocytogenes -solujen siirtymistä lohituotteisiin kuivaamalla soluja teräslevyllä 10 päivää,
minkä jälkeen teräslevyt asetettiin tuotteiden päälle 30 sekunniksi. Lohinäytteisiin
siirtyneiden ja teräslevyille jääneiden solujen määrästä laskettiin siirtymistehokkuus. Solujen
siirtymisen lohituotteisiin havaittiin olevan suhteessa levyn pinnalla olevien elinkelpoisten
solujen määrään. Planktoniset solut siirtyivät tuotteisiin tehokkaammin kuin biofilmisolut,
mikä tutkijoiden mukaan saattaa johtua siitä, että biofilmimatriksin takia solut eivät ole
vapaita siirtymään. Biofilmisoluja siirtyi kuitenkin lohituotteisiin määrällisesti enemmän,
koska levyillä oli enemmän kuivauksesta selviytyneitä soluja. Myös Oliveira ym. (2010)
havaitsivat, että teräspinnalle kiinnittyneillä listeriasoluilla oli biotransfer-potentiaalia eli
kykyä siirtää mikro-organismeja elintarvikekontaktissa.
2.4.2 Ympäristöolosuhteiden vaikutus
Biofilmien ominaisuudet voivat vaihdella paljonkin ympäristöolosuhteista riippuen.
Lämpötila ja kasvupinta vaikuttavat L. monocytogenes -kantojen kiinnittymiseen, biofilmin
muodostukseen ja myös biofilmin rakenteeseen. Di Bonaventura ym. (2008) tutkivat 44 L.
monocytogenes -kannan biofilminmuodostusta lasi-, polystyreeni- ja ruostumattomalla
teräspinnalla 4, 12, 22 ja 37 °C:ssa. SEM-menetelmällä analysoituna 4 ja 12 °C:ssa
muodostuneiden biofilmien rakenne oli kaikilla pinnoilla alkeellinen: pinnalla oli harvoja
solurykelmiä lankamaisen EPS:n yhdistämänä. Lämpötiloissa 22 ja 37 °C biofilmi oli
polystyreenillä ja teräksellä yksikerroksinen, mutta lasilla monimutkainen, kolmiulotteinen,
paksujen solurykelmien ja EPS-verkoston muodostama klassinen biofilmirakenne. Kannat
muodostivat biofilmiä 4, 12 ja 22 °C:ssa merkitsevästi eniten lasipinnalla, ja 37 °C:ssa eniten
lasi- ja teräspinnalla. Eniten biofilmiä muodosti lihasta eristetty kanta polystyreenillä.
Kantojen välillä esiintyi vaihtelua biofilminmuodostuksessa eniten 37 °C:ssa.
Norwood ja Gilmour (2001) tutkivat L. monocytogenes -kantojen Scott A ja FM876
kiinnittymistä ruostumattomalle teräspinnalle 4 °C, 18 °C ja 30 °C lämpötiloissa. Kannat
kiinnittyivät parhaiten 18 °C:ssa, mahdollisesti siimaliikkeen ja/tai EPS:n muodostumisen
takia. Heraldin ja Zottolan (1988, Norwoodin ja Gilmourin 2001 mukaan) SEM-havainnot
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kertovat, että L. monocytogenes tuottaa  EPS:ia  21  °C:ssa,  mutta  ei  10  °C:ssa  tai  35  °C:ssa.
Elintarviketeollisuuden näkökulmasta on merkittävää, että molemmat kannat kiinnittyivät
runsaasti myös alhaisessa 4 °C lämpötilassa (Norwood & Gilmour 2001). Gorski ym. (2003)
testasivat L. monocytogenes -kantojen kiinnittymistä leikattuun retiisisolukkoon. Lämpötila
vaikutti bakteerin kiinnittymiseen. Bakteeri kiinnittyi paremmin 20 ja 30 °C:ssa 10 ja 37 °C:n
lämpötilaan verrattuna. 37 °C:ssa kiinnittyminen oli vähäisintä, mikä voi johtua siitä, että
liikkuvuus ja siimabiosynteesi on lämpötilassa vähäisempää.  Belessin ym. (2011) havaintojen
mukaan L. monocytogenes Scott A kiinnittyi ruostumattomalle teräspinnalle paremmin 20
kuin 5 °C:ssa, luultavasti koska siimoja tuotetaan enemmän 20 °C:ssa.
L. monocytogenes -meijerikantojen ensikiinnittymisvoimakkuuden on havaittu olevan
suurempi niillä kannoilla, jotka ovat altistuneet meijerissä leikkausjännitykselle (shear stress)
nestevirtauksessa kuin kannoilla, jotka ovat kasvaneet staattisessa ympäristössä (Perni ym.
2007). Pernin ym. (2007) mukaan on mahdollista, että voimakas nestevirtaus, jota
elintarviketeollisuudessa käytetään solujen poistamiseksi pinnoilta, voi luoda hyvin
kiinnittyviä fenotyyppejä suosivan valintapaineen. Bakteerisolujen mahdollisuudet selviytyä
nestevirtaukselle alttiissa paikassa paranevat, jos ne pystyvät kiinnittymään pintoihin nopeasti
ja voimakkaasti. Tietoa voi hyödyntää pesuohjelmien suunnittelussa ja pintojen
puhdistuksessa käytettävän voiman määrittämisessä. Rieun ym. (2008a) tutkimusten mukaan
kasvuolosuhteet vaikuttavat biofilmin geenien ilmentymiseen ja rakenteeseen. Ryhmä selvitti
L. monocytogenes EGD-e-biofilmin muodostumista ja rakennetta time-lapse-laser-
konfokaalimikroskopian avulla ja havaitsivat, että 48 tunnissa staattisissa oloissa oli kasvanut
yhtenäinen monikerroksinen biofilmi, kun taas dynaamisissa olosuhteissa, nestevirtauksessa,
rakenne oli verkkomainen.
Skovager ym. (2012) tutkivat L. monocytogenes -kantojen kiinnittymistä hienohiotulle
ruostumattomalle teräkselle nestevirtauksessa ja havaitsivat, että leikkausjännitys ja kanta
olivat tärkeimmät kiinnittymistä määräävät tekijät. Kannoilla oli eroja kiinnittymisasteessa:
eniten kiinnittyvä kanta oli elintarviketehtaan laitteistosta peräisin. Yhtä lukuun ottamatta
kaikki kannat kiinnittyivät paremmin kovemmassa virtausnopeudessa, isommalla
leikkausjännityksellä (1,12 Pa) verrattuna hitaampaan virtaukseen ja pienempään
leikkausjännitykseen (0,1 Pa). Szlavik ym. (2012) sitä vastoin havaitsivat, että kovempi
virtausnopeus vähensi L. monocytogenes -kantojen kiinnittymistä PVC- ja lasipinnalle sekä
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elintarvikemateriaalilla päällystetyille lasipinnoille. Kannoilla oli eroja kiinnittymisessä
pinnoille sekä isolle että pienelle leikkausjännitykselle altistettuna.
Szlavikin ym. (2012) tutkimuksessa kiinnittymispinnalla oli merkitsevä vaikutus melkein
kaikkien tutkittujen L. monocytogenes -kantojen (n=9) kiinnittymiskykyyn. Lasipinnan
elintarvikepäällysteiden (naudanlihauute, kaseiini sekä homogenoitu ja homogenoimaton
maito) ja bakteerien kiinnittymisen välillä ei kuitenkaan havaittu selvää korrelaatiota;
bakteerisolun ja kiinnittymispinnan vuorovaikutus on hyvin kantakohtaista.
Natriumkloridilisä (5 %) suspensiokasvatuksen aikana vähensi bakteerien kiinnittymistä.
Vähäravinteinen suspensiokasvatusliemi puolestaan lisäsi kiinnittymistä, mikä voi osaltaan
selittää bakteerien persistenssiä elintarviketuotantotiloissa, missä ravinteita voi olla vain
vähän saatavilla. Takahashi ym. (2011) huomasivat, että elintarvikematriksilla oli positiivinen
vaikutus listeriabiofilmin kuivuudesta selviytymiseen.  Tutkijat testasivat L. monocytogenes-,
S. aureus- ja Salmonella Typhimurium -kantojen selviytymistä 30 vuorokauden kuivauksesta
25 °C:ssa kaalilla, sikajauhelihalla ja hienonnetulla tonnikalalla käsitellyillä teräslevyillä. L.
monocytogenes selvisi kuivauksesta paremmin ruokamateriaalilla käsitellyillä kuin
käsittelemättömillä levyillä lähinnä tutkimuksen ensimmäisen kahden viikon aikana.
Ruokamateriaalista riippumatta L. monocytogenes selviytyi kuivauksesta paremmin kuin S.
aureus ja Salmonella Typhimurium. Listeriabakteerimäärä ruoalla käsitellyillä ja
käsittelemättömillä levyillä väheni säilytyksen aikana noin 4 log-yksikköä, mutta levyillä oli
vielä 30 päivän jälkeen noin 103 pmy/levy.
Szlavik ym. (2012) eivät havainneet korrelaatiota kiinnittymispinnan hydrofobisuuden ja L.
monocytogenes -bakteerin kiinnittymisen välillä. Kumia ja muovia pidetään yleensä
hydrofobisina ja lasia ja ruostumatonta terästä hydrofiilisinä materiaaleina (Sinde & Carballo
2000). Sinden ja Carballon (2000) tutkimuksessa tosin ruostumaton teräskin oli hydrofobinen,
mutta vähemmän kuin kumi ja polytetrafluorieteeni (PTFE, teflon), ja Salmonella- ja L.
monocytogenes -kannat kiinnittyivät enemmän hydrofobisempiin materiaaleihin. Silvan ym.
(2008) havaintojen mukaan L. monocytogenes -kannat kiinnittyivät eniten pinnoille, jotka
olivat hydrofobisuuden ja hydrofiilisuuden rajalla ja joilla oli hyvä elektronin
vastaanottamiskyky. 10 L. monocytogenes -kantaa kiinnittyivät vaihtelevissa määrin
ruostumattomalle teräkselle, lasille, marmorille, graniitille, polypropyleenille ja
kvartsitasoille. Kannat kiinnittyivät eniten graniitille, joka oli hydrofiilinen, ja marmorille,
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joka oli hydrofobinen. Ruostumaton teräs (304) oli Silvan ym. (2008) tutkimuksessa
hydrofobinen, ja kannat kiinnittyivät sille eniten graniitin ja marmorin jälkeen. Vähiten
kannat kiinnittyivät hydrofobiselle polypropyleenille. Polypropyleenillä ja lasilla
elinkelpoisten kiinnittyneiden solujen määrä oli kuitenkin suhteellisesti suurin, lähellä 100 %.
Graniitilla ja marmorilla bakteerit eivät selviytyneet yhtä hyvin (eläviä soluja 78,7 % ja 69,7
%), vaikka solut kiinnittyivät niille parhaiten. Elintarvikkeiden ristikontaminaatioriskiä
arvioitaessa pelkän kiinnittymisen tutkiminen ei aina riitä, vaan olennaista on elinkelpoisten
solujen määrä pinnoilla (Silva ym. 2008).
Hilbertin ym. (2003) tutkimuksessa ruostumattoman teräksen pinnankarheus ei vaikuttanut L.
monocytogenes -bakteerin kiinnittymiseen (pienin Ra < 0,01 µm, suurin Ra 0,9 µm).
Myöskään Rodriguez ym. (2008) eivät havainneet pinnankarheudella (Ra 0,16–0,67 µm)
olevan vaikutusta neljän L. monocytogenes -kannan yhdistelmäviljelmän kiinnittymiseen tai
biofilmin muodostukseen. Guðbjörnsdóttirin ym. (2005) mukaan teräksen karheus (0,1–0,8
µm) ei vaikuttanut kiinnittymiseen merkitsevästi silloinkaan, kun L. monocytogenes oli
yhteisviljelmässä gram-negatiivisten bakteerien kanssa.  Elintarviketeollisuudessa yleisesti
käytettävä teräksen pintakäsittely on 2B, jonka tyypillinen Ra on 0,1–0,5 µm (Frantsen &
Mathiesen 2009, Outokumpu 2014). Maidonjalostusteollisuuteen ja elintarviketeollisuuteen
ylipäänsä suositellaan pinnankarheudeksi enintään 0,8 µm (3-A Sanitary Standards, the
European Hygienic Engineering and Design Group) (Frantsen & Mathiesen 2009).
Elintarviketeollisuudessa käytettävän polyesteruretaanisen kuljetinhihnan pinnankarheudella
havaittiin olevan vaikutus biofilmin muodotukseen, kun Chaturongkasumrit ym. (2011)
tutkivat kahden L. monocytogenes -kannan biofilmin muodostusta uudella (Ra 0,05) ja viisi
vuotta vanhalla, kuluneella hihnalla (Ra 1,44) 30 ja 15 °C:ssa. Kannat muodostivat enemmän
biofilmiä 30 kuin 15 °C:ssa. Korkeammassa lämpötilassa pinnankarheudella ei ollut
vaikutusta, mutta 15 °C:ssa biofilmiä muodostui satakertaisesti enemmän karkeaksi
kuluneella kuin uudella pinnalla.
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2.5 Monilajiset biofilmit
Biofilmi voi olla heterogeeninen ja koostua useammista erilaisista mikro-organismeista, joilla
on erilaiset ravintovaatimukset (Kumar & Anand 1998). Usean lajin muodostamat biofilmit
ovat usein paksumpia ja kestävämpiä kuin yhden lajin biofilmit, eikä biofilmi välttämättä ole
yhtenäinen kerros koko pinnalla. Biofilmissä voi kehittyä tehokasta yhteistyötä ja
vastavuoroista riippuvuutta, ja se on ihanteellinen ympäristö syntropisten suhteiden
kehittymiseen.
Biofilmin sisällä olevien solujen ravinteiden saanti ja metaboliatuotteiden poisto on
rajoitetumpaa kuin yksin nesteviljelmässä kasvavilla soluilla (Gilbert ym. 1997). Ne saavat
vain ulommilta soluilta ylijäävät ravinteet, mutta toisaalta enemmän viereisten solujen
metaboliatuotteita. Tämän seurauksena monilajisessa biofilmissä solut voivat järjestäytyä ja
kehittää lajienvälistä toiminnallista riippuvuutta. Sekä yksi- että monilajisissa biofilmeissä
aineenvaihdunnan aikaansaaman ravinne- tai kaasugradientin vuoksi solujen ravinteidensaanti
ja kasvunopeus vaihtelee sen mukaan, missä kohtaa biofilmiä solut ovat ja mikä on niiden
etäisyys kasvualustasta ja biofilmi-nestefaasirajasta.
L. monocytogenes elää elintarviketuotantoympäristössä todennäköisemmin monen lajin
muodostamissa yhteisöissä kuin monobiofilmeissä (Djordjevic ym. 2002). Rieu ym. (2008b)
tutkivat kuuden meijeritiloista eristetyn S. aureus -kannan biofilmin muodostusta
ruostumattomilla teräslevyillä yksin ja L. monocytogenes EGD-e-kannan kanssa. Yhden S.
aureus -kannan bakteerimäärät biofilmissä eivät muuttuneet L. monocytogenes -kannan läsnä
ollessa, mutta toisten kantojen bakteerimäärät joko lisääntyivät tai vähentyivät kannasta ja
inkubointiajasta riippuen. L. monocytogenes EGD-e-kannan bakteerimäärä tietyn S. aureus -
kannan kanssa oli 240 tunnin biofilmin muodostuksen jälkeen merkitsevästi suurempi kuin
EGD-e-kannan bakteerimäärä monobiofilmissä. Kyseinen S. aureus -kanta siis stimuloi EGD-
e-kannan kasvua biofilmissä.
Kun biofilmien rakennetta tutkittiin SEM-menetelmällä, huomattiin, että bakteerisolut olivat
järjestäytyneet eri tavoin kahden lajin biofilmeissä yhden lajin biofilmeihin verrattuna (Rieu
ym. 2008b). Homogeeninen L. monocytogenes -biofilmi peitti koko teräspinnan koostuen
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pienistä 2–4 µm sauvoista, kun taas S. aureus -biofilmi oli heterogeeninen ja peitti vain osan
pinnasta solurykelmillä. Kahden lajin yhdessä muodostamassa biofilmissä L. monocytogenes
-sauvat olivat viisi kertaa isompia kuin monobiofilmissä ja olivat sijoittuneina pääasiassa S.
aureus -mikropesäkkeisiin. Norwoodin ja Gilmourin (2000) tutkimuksessa kasvatettiin
kolmen lajin biofilmiä L. monocytogenes Scott A-, Pseudomonas fragi ATCC 4973- ja
Staphylococcus xylosus DP5H -kannoilla constant-depth film fermentor (CDFF)
-menetelmällä. Ennen biofilmikasvatusta bakteereja kasvatettiin yhdessä suspensiossa. L.
monocytogenes -kannan osuus oli pienin sekä suspensiossa että biofilmissä (1,8 ja 1,5 %). P.
fragi ja S. xylosus dominoivat biofilmissä 59 % ja 39,5 % osuuksilla.
Burmølle ym. (2006) havaitsivat synergistisen vuorovaikutuksen biofilmin muodostuksessa
epifyyttisillä meribakteereilla Microbacterium phyllosphaerae, Shewanella japonica,
Dokdonia donghaensis ja Acinetobacter lwoffii. Yksinään melko heikosti biofilmiä
muodostaneet bakteerikannat muodostivat yhdessä jopa 167 % enemmän biofilmimassaa kuin
monobiofilmissä. Nelilajisella biofilmillä oli myös suurempi resistenssi vetyperoksidille,
tetrasykliinille ja epifyyttisen Pseudoalteromonas tunicata -bakteerin invaasiolle kuin
yksilajisilla biofilmeillä. Burmøllen ym. (2006) mukaan mahdollisten synergiavaikutusten
vuoksi bakteerilajien elinkyky voi olla parempi monilajisissa kuin yksilajisissa biofilmeissä,
joten monobiofilmien tutkimustuloksia ei voi yleistää koskemaan monilajisia biofilmejä.
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3 PATOGEENIEN KONTROLLOINTI PESU- JA DESINFIOINTIAINEILLA
Elintarviketeollisuudessa puhdistuksen tavoitteena on poistaa ruokalika ja -filmit, joita
bakteerit tarvitsevat kasvaakseen (Anonyymi [2007?]). Pesuaineet (detergents) on tarkoitettu
poistamaan likaa kuten proteiini-, rasva-, hiilihydraatti- ja mineraaliainesta, ei niinkään
mikrobeja (Gibson ym. 1999). Pesuaineet voivat kuitenkin auttaa mikrobien poistossa, kun
pinnoilla on ruokajätettä, koska bakteerit voivat olla kiinnittyneinä pinnalla oleviin
ruokahitusiin. Yleinen sääntö on, että happamat pesuaineet poistavat inorgaanista
mineraalilikaa, kuten kalkkikiveä, ja emäksiset orgaanista likaa, kuten proteiini- ja
rasvaemulsioita (Marriot 1997, Keener 2005). Poistettavan lian tyyppi, puhdistettavan pinnan
ominaisuudet, pesuliuoksen lämpötila ja pitoisuus, altistusaika sekä pesussa käytettävä
mekaaninen voima, kuten hankaus, virtaus ja paine, vaikuttavat pesu- ja desinfiointiaineiden
toimintaan ja tehokkuuteen (Marriot 1997, Keener 2005, Anonyymi [2007?]). Myös veden
kovuus vaikuttaa pesutehoon; pehmeä vesi toimii kovaa paremmin (Keener 2005).
Puhdistusprosesseissa 90 % mikro-organismeista poistuu (Heinz & Hautzinger 2007).
Pinnalle jääneet mikrobit ja biofilmit on poistettava desinfioimalla kuumalla vedellä, höyryllä
tai desinfiointiaineilla. Elintarviketeollisuudessa desinfioinnin (desinfection/sanitation)
tavoitteena ei ole mikro-organismien täydellinen tuhoaminen, vaan niiden vähentäminen
kansanterveyden näkökulmasta turvallisena pidetylle tasolle (Anonyymi [2007?], Heinz &
Hautzinger 2007). Elintarviketeollisuudessa käytettäviä desinfiointiaineita ovat mm.
natriumhypokloriitti, peretikkahappo, alkoholipohjaiset aineet sekä kvaternaariset
ammoniumyhdisteet (kvatit), jotka ovat kationisia tensidejä (Walton ym. 2008; Buffet-
Bataillon 2012). Oikeiden pesu- ja desinfiointiaineiden, pitoisuuden ja vaikutusajan valinta on
tärkeää (Grönholm ym. 1999). Lämpötilan nostaminen parantaa desinfiointiaineiden
tehokkuutta mikrobeja vastaan, mutta yli 55 °C lämpötilat voivat lisätä korroosioriskiä
(Anonyymi [2007?]). Liian suuret pesuainepitoisuudet saattavat myös aiheuttaa korroosiota.
Puhdistussuunnitelmassa on otettava huomioon myös mikrobien resistenssi pesu- ja
desinfiointiaineille. Desinfioivat pesuaineet ovat yleensä synergistisiä eri kemikaalien seoksia,
jotka tehoavat laajaan mikrobikirjoon (Heinz & Hautzinger 2007).
Käytettävä pesumenetelmä vaikuttaa pesuaineen valintaan: esim. pintojen vaahtopesuissa
tarpeellinen vaahdonmuodostus ei ole suljetuissa kiertopesuissa toivottavaa (Arpiainen ym.
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2002). Kiertopesu eli Cleaning-in-place (CIP) -menetelmä, jossa laite puhdistetaan
automatisoidusti purkamatta sitä osiin, on yleisesti käytössä elintarviketeollisuudessa (Walton
2008, Arpiainen ym. 2002). Pesuprosessiin kuuluu yleensä lian poisto, esihuuhtelu, yksi tai
kaksi pesua huuhteluineen, desinfiointi ja loppuhuuhtelu (Walton 2008). Desinfiointi tehdään
yleensä kylmällä hapettavalla desinfiointiaineella, kuten natriumhypokloriitti- tai
peretikkahappoliuoksella. Desinfiointiin voidaan käyttää myös kuumaa vettä. Samat
perusvaiheet kuuluvat myös käsinpesuun ja cleaning-out-of-place (COP) -pesuun (Keener
2005). COP-menetelmä, jossa laitteet puretaan pesua varten, sopii erityisesti pienten
laitteiston osien puhdistukseen. Vaahtopesu taas on helppo ja nopea menetelmä, jossa
pesuainevaahto ruiskutetaan esihuuhtelun jälkeen puhdistettavalle pinnalle ja vaahdon
annetaan vaikuttaa noin 10–15 minuuttia (Marriot 1997, Arpiainen ym. 2002, Parker 2007).
Menetelmä sopii avointen laitteiden ja laajojen pintojen pesuun (Marriot 1997, Arpiainen ym.
2002). Koska vaahto pysyy hyvin pinnoilla, pesuaineen vaikutusaika pitenee (Marriot 1997).
3.1 Planktoniset solut
Cruz ja Fletcher (2012) arvioivat tutkimuksessaan valmistajien suosittelemia
pesuainepitoisuuksia L. monocytogenes -bakteerien inaktivoinnissa. 21 desinfioivan
pesuaineen tehoa suspensiossa tutkittiin polyvinyylimikrotiitterilevyllä. Vaikuttavina aineina
pesuaineissa olivat hapan natriumkloriitti, peretikkahappo, kloori, jodi, biguanidi ja kvatit.
Kaikista pesuaineista valmistajan suositusta pienemmät pitoisuudet riittivät vähentämään
bakteerimääriä 5 log10 (MEC, minimum effective concentration, pienin tehokas pitoisuus).
Peretikkahappo- ja kvattipohjaisten aineiden MEC oli pienin suositeltuun pitoisuuteen
verrattuna.
Bakteerien herkkyys pesu- ja desinfiointiaineille voi olla odotettua pienempi niiden
kasvunopeuden, ravintotilanteen tai pinnalle kiinnittymisen vuoksi tai siksi, että niillä on
resistenssi kyseistä ainetta kohtaan (Langsrud ym. 2003).  Desinfiointiaineen heikko teho voi
johtua siitä, että ainetta on testattu vain rajoitetulle bakteerikirjolle ja suositellut
käyttöpitoisuudet perustuvat laboratoriosuspensiotesteille tietyillä tyyppikannoilla. Aiemmat
tehottomat desinfiointimenetelmät, kuten riittämätön huuhtelu, voivat myös altistaa bakteerit
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subletaaleille desinfiointiainepitoisuuksille, mikä voi johtaa valintapaineeseen
resistenssigeeneille ja aiemmin aineelle herkkien bakteerien adaptaatioon.
Lundénin ym. (2003) tutkimuksessa selvitettiin persistoivien ja ei-persistoivien L.
monocytogenes -kantojen adaptiivista ja risti-adaptiivista reaktiota desinfiointiaineille. L.
monocytogenes adaptoitui kvateille ja tertiaariselle alkyyliamiinille kahden tunnin subletaalin
altistuksen jälkeen, MIC (pienin inaktivoiva pitoisuus, minimum inhibitory concentration)
-arvojen kasvaessa enimmillään kolminkertaisiksi. Lyhytaikainenkin altistus siis voi aiheuttaa
solumuutoksia, jotka johtavat bakteerin adaptoitumiseen. Tutkimuksessa selvisi myös, että
altistuminen lisääntyville desinfiointiainepitoisuuksille sai bakteerin adaptoitumaan.
Lopulliset MIC-arvot eivät kuitenkaan ylittäneet elintarviketehtaissa käytettäviä pitoisuuksia,
joten Lundénin ym. (2003) mukaan lisääntyneellä resistenssillä ei ole suurta merkitystä, kun
desinfiointi suoritetaan asianmukaisesti.
Aarnisalo ym. (2007) saivat samansuuntaiset tulokset tutkiessaan L. monocytogenes -kantojen
herkkyyttä desinfiointiaineille ja klooria sisältäville, emäksisille pesuaineille. Testattujen
pesuaineiden teho oli yleisesti hyvä. Tutkimuksen mukaan listeriakantojen adaptoituminen
desinfiointiaineille ja emäksisille klooripesuaineille ei ole suuri ongelma, kunhan aineita
käytetään valmistajien suosittamilla pitoisuuksilla.
Kastbjergin ja Gramin (2012) tutkimuksissa L. monocytogenes EGD -kantaa altistettiin
satojen sukupolvien ajan hypokloriittipohjaiselle, peretikkahappo- ja vetyperoksidipohjaiselle
ja kvattipohjaiselle desinfiointiaineelle. Bakteeri ei kehittänyt resistenssiä aineille, eivätkä
hypokloriitti- ja peretikkahappo-vetyperoksidipohjaisten aineiden MIC-arvot nousseet.
Kvattipohjaisen aineen MIC-arvot nelinkertaistuivat, mutta aine oli silti tehokas
huomattavasti käyttöpitoisuuksia pienemmällä pitoisuudella. Riazin ja Matthewsin (2011)
mukaan E. coli O157:H7-, S. aureus-, Salmonella ser. Enteritidis-, ja L. monocytogenes -
kannat eivät muodostaneet resistenssiä natriumhypokloriitille, klooriheksidiinidiglukonaatille
tai bentsalkoniumkloridille.
Desinfiointiaineiden liiallinen käyttö elintarviketeollisuudessa on herättänyt huolta myös
bakteerien antibioottiresistenssin lisääntymisestä.  Cerfin ym. (2010) katsausartikkelin
mukaan desinfiointiaineiden ja antibioottien käyttöpitoisuuksien määrittäminen ovat kaksi
35
täysin eri asiaa. Desinfiointiaineita syytetään usein tehottomiksi tai väitetään, että bakteerit
ovat adaptoituneet feno- tai genotyyppisesti, vaikka ainetta ei ole välttämättä käytetty oikein
(Cerf ym. 2010).  Esimerkiksi EFSA:n (2008) mukaan ei ole näyttöä siitä, että
klooridioksidin, happaman natriumkloriitin, trinatriumfosfaatin ja peroksihappojen käyttö
mikrobien poistamiseen siipikarjan ruhoista johtaisi bakteerien alentuneeseen herkkyyteen
näille aineille tai resistenssiin terapeuttisille antimikrobisille aineille.
Lourenço ym. (2009) eivät löytäneet yhteyttä juustomeijereistä eristettyjen L. monocytogenes
-kantojen persistenssin ja desinfiointiaineresistenssin välillä. Orgaz ym. (2013) puolestaan
havaitsivat, että persistoivat L. monocytogenes -kannat toipuivat paremmin altistuksesta
antimikrobiselle kitosaanille kuin ei-persistoivat kannat. Toisaalta peretikkahappoaltistuksen
jälkeen toipumisessa ei ollut eroja, vaikka persistoivat kannat sietivät altistusta hieman ei-
persistoivia kantoja paremmin. Tutkijoiden mukaan persistoivien kantojen parempi
toipuminen kitosaanikäsittelystä saattaa johtua siitä, että ne ovat aiemmin altistuneet
kitosaanin kaltaista vahinkoa aiheuttavien aineiden subletaaleille pitoisuuksille.
3.2 Biofilmit
Jos pesuaineet eivät ole tarpeeksi tehokkaita poistamaan mikrobeja pinnoilta, mikrobit
pääsevät muodostamaan biofilmiä. Tehokkaiden puhdistus- ja desinfiointiaineiden käyttö
pinnalle kiinnittyneiden mikrobien poistoon vähentää tuotteiden kontaminaatiota, pidentää
säilyvyyttä ja vähentää ruokamyrkytysten riskiä (Wirtanen & Salo 2003). Gibson ym. (1999)
havaitsivat, että emäksisten ja happamien pesuaineiden käyttö ennen vedellä suihkuttamista
vähensi ruostumattomalla teräspinnalla olevien P. aeruginosa- ja S. aureus -
biofilmibakteerien elinkykyä, mutta ei auttanut merkittävästi biofilmin poistossa.
Biofilmien kontrollointiin on kolme strategiaa (Meyer 2003): 1) desinfiointi ennen biofilmin
kehittymistä, 2) biofilmien desinfiointi tehokkailla aineilla tai 3) mikrobien kiinnittymisen
estäminen pintamateriaalivalintojen tai lisäravinteiden avulla. Oikeiden lisäravinteiden
tarjoaminen voi saada aikaan sen, että pintaan kiinnittymisestä ei ole mikrobeille enää etua.
Chang ym. (2012) ovat myös havainneet, että EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo,
ethylenediaminetetraacetic acid) pienenä pitoisuutena estää L. monocytogenes -bakteerin
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kiinnittymistä pinnoille. Sen huomattiin vaikuttavan solujen ja solun ja pinnan väliseen
vuorovaikutukseen kiinnittymisvaiheessa.
Biofilmien on huomattu olevan resistentimpiä desinfioiville pesuaineille kuin planktoniset
solut (Chavant ym. 2004; Królasik ym. 2010; Cruz & Fletcher 2012). Cruz ja Fletcher (2012)
tutkivat desinfioivien pesuaineiden tehoa L. monocytogenes -kantoihin
polyvinyylimikrotiitterilevyllä sekä suspensiossa että 48 h biofilmissä. Biofilmissä
desinfiointiaineiden MEC-arvot olivat huomattavasti suuremmat kuin suspensiossa.
Happamaan natriumkloriittiin, peretikkahappoon ja klooridioksidiin pohjautuvien
pesuaineiden MEC-arvot jäivät kuitenkin biofilmissäkin valmistajien suosituspitoisuuksia
pienemmiksi. Królasik ym. (2010) havaitsivat, että Listeria innocua-, Pseudomonas putida-,
Micrococcus luteus- ja Staphylococcus hominis -biofilmit olivat resistenttejä vetyperoksidi- ja
peretikkahappopohjaiselle desinfioivalle pesuaineelle sen normaalissa käyttöpitoisuudessa.
Desinfiointitulos oli tehokas vasta, kun aineen pitoisuus kaksinkertaistettiin. Planktonisiin
soluihin suspensiotestissä aine puolestaan tehosi normaalipitoisuudella.
Pesu- ja desinfiointiaineiden tehokkuuteen biofilmibakteerien inaktivoinnissa vaikuttaa mm.
biofilmin ikä, muodostumislämpötila, kasvualusta sekä aineen pitoisuus ja altistusaika.
Chavant ym. (2004) testasivat L. monocytogenes LO28 -solujen resistenssiä pesuaineille eri
kasvun vaiheissa sekä planktonisilla soluilla suspensiossa että teräspinnalle kiinnittyneenä.
Planktonisilla soluilla tutkittiin eksponentiaali- ja stationaarivaiheessa olevia soluja ja
biofilmeissä kuuden tunnin sekä yhden ja seitsemän vuorokauden ikäisiä biofilmejä.
Natriumhydroksidi (pH 12) oli tehokas riippumatta solujen kasvuvaiheesta tai -tavasta. Myös
kvatti bentsyylidimetyyli-tetradesyyliammoniumkloridi (BDTA) tehosi hyvin planktonisiin
soluihin ja nuoriin biofilmeihin, mutta viikon vanhat biofilmit olivat huomattavasti
resistentimpiä.  Monolauriinin, natriumsulfaatin ja etikkahapon teho ei ollut kovin suuri.
Tutkijoiden mukaan vanhemman biofilmin resistenssi kvattipesuaineelle voi johtua siitä, että
biofilmillä on kolmiulotteinen rakenne, jossa uloimmat solut estävät aineen pääsyn biofilmin
sisäosiin. Lisäksi solujen glykokalyksi voi haitata yhdisteen toimintaa. Viikon vanhan
biofilmin solut saattavat myös olla hitaan kasvun vaiheessa eivätkä siten ole metabolisesti
kovin aktiivisia, joten pesuaineiden vaikutus niihin on vähäisempi kuin nuorempiin
biofilmeihin tai planktonisiin soluihin.
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Chaturongkasumrit ym. (2011) tutkivat uudelle, sileälle (Ra 0,05) ja vanhalle, kuluneelle (Ra
1,44) polyesteruretaanipinnalle 15 ja 30 °C:ssa muodostuneiden L. monocytogenes
-biofilmien reaktioita, kun ne altistettiin ensin pesulle emäksisellä vaahtopesuaineella ja sitten
desinfiointiaineelle.  Hekin havaitsivat, että biofilmin ikä vaikutti pesun tehoon:
bakteerimäärä pienentyi vähemmän viikon vanhassa kuin 24 tunnin ikäisessä biofilmissä.
Biofilmiä voi siis olla hankalampi poistaa ajan myötä. Tutkimuksessa kävi myös ilmi, että
pinnan karheus vaikutti siihen, miten hyvin biofilmi oli poistettavissa pinnalta.
Puhdistustehokkuus oli noin sata kertaa parempi sileämmällä kuin karheammalla pinnalla,
mikä saattaa johtua siitä, että bakteerit olivat karheamman pinnan koloissa ja halkeamissa ja
näin vaikeampia pestä pois.   Hyvä biofilminmuodostuskyky ei auttanut selviämään pesusta ja
desinfioinnista: enemmän kiinnittyneen ja biofilmiä muodostaneen L. monocytogenes
ATCC19114 -kannan biofilmi oli helpompi poistaa kuin hitaammin kiinnittyneen L.
monocytogenes ATCC51782 -kannan harvempi biofilmi.
Mafu ym. (1990) selvittivät desinfioivien pesuaineiden tehoa lasi-, polypropyleeni- ja
nitriilikumipinnalle sekä ruostumattomalle teräspinnalle kiinnittyneen (30 min) L.
monocytogenes Scott A -kannan inaktivoinnissa. Natriumhypokloriitti-, jodofori- ja
kvattipohjaiset pesuaineet tehosivat pienemmillä pitoisuuksilla ei-huokoisilla (lasi, teräs) kuin
huokoisilla pinnoilla (polypropyleeni, nitriilikumi). Inaktivointiin vaaditut
pesuainepitoisuudet olivat noin 2–3 kertaa pienemmät 20 °C:ssa kuin 4 °C:ssa. Ronner ja
Wong (1993, Wongin 1998 mukaan) havaitsivat, että Buna-N-kumilla kasvaneella biofilmillä
oli suurempi resistenssi kloori-, jodi- ja kvattipohjaisia desinfioivia pesuaineita vastaan kuin
ruostumattomalla teräksellä kasvaneella. Biofilmi myös kasvoi heikommin Buna-N-kumilla
kuin teräksellä. Bremerin ym. (2002) tutkimuksessa klooripesuaineet tehosivat paremmin
ruostumattomalle teräkselle kuin PVC-polyesterkuljetinhihnalle kiinnittyneisiin L.
monocytogenes -bakteereihin. Panin ym. (2006) mukaan biofilmisolujen resistenssi
desinfioiville pesuaineille on myös teflonilla (PTFE) suurempi kuin ruostumattomalla
teräksellä.
Belessi ym. (2011) havaitsivat, että lämpötila, jossa biofilmi on muodostunut, altistumisaika
desinfioivalle aineelle ja itse desinfiointiaineen tyyppi vaikuttivat teräslevyillä TSBYE
(tryptic soy yeast extract broth) -liemessä kasvatetun L. monocytogenes Scott A -biofilmin
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desinfiointiaineresistenssiin. Myös puhdistettavilla pinnoilla oleva orgaaninen lika ja
elintarvikejäämät voivat vaikuttaa desinfioivien pesuaineiden tehoon L. monocytogenes
-bakteeria vastaan (Gram ym. 2007, Saá Ibusquiza ym. 2011). Romanova ym. (2007)
havaitsivat, että L. monocytogenes -biofilmi pystyi kasvamaan uudelleen
bentsalkoniumkloridikäsittelyn jälkeen.  Vaikka solumäärä oli heti käsittelyn jälkeen
määritysrajan alapuolella, 24 tunnin kuluttua solumäärä oli noin 200 solua/ml.
Elintarviketeollisuudessa on siis kiinnitettävä erityistä huomiota biofilmien seurantaan ja
tehokkaaseen hävittämiseen. Laitteiden ja pintojen huolellinen pesu orgaanisen lian
poistamiseksi on myös tärkeää.
Baen ym. (2012) tutkimuksessa testattiin kaupallisten kloori- ja alkoholipohjaisten
desinfioivien pesuaineiden tehoa E. coli O157:H7- ja S. aureus -biofilmeihin
ruostumattomalla teräspinnalla. Teräslevyt, joihin solut olivat kiinnittyneet, upotettiin
pesuaineliuokseen tai tislattuun veteen 1 tai 5 minuutiksi huoneenlämmössä. Vedellä käsittely
vähensi bakteeripopulaatioita hieman, mutta pesuainekäsittely vähensi merkitsevästi
molempien patogeenien määrää. Alkoholipesuaine oli klooripohjaista tehokkaampi pintaan
kiinnittyneitä bakteereita sekä niiden muodostamia biofilmejä vastaan. Se vähensi E. coli -
bakteerin populaatiomäärät alle määritysrajan jo minuutin käsittelyn jälkeen, ja S. aureus -
bakteerin 5 minuutin jälkeen.
Norwood ja Gilmour (2000) tutkivat natriumhypokloriitin vaikutusta L. monocytogenes-, P.
fragi- ja S. xylosus -kantojen muodostamaan monilajiseen biofilmiin. Biofilmit altistettiin
lisääntyville Na-hypokloriittimäärille (200, 500 ja 1000 ppm vapaata klooria).  200 ppm
klooripitoisuudella vain S. xylosus -kannan määrä väheni, 500 ppm pitoisuudella kaikkien
bakteerien määrä väheni tilastollisesti merkitsevästi ja 1000 ppm vapaata klooria vähensi
bakteerimääriä noin 2 log. Planktoniset solut olivat huomattavasti herkempiä Na-
hypokloriitille: 10 ppm riitti tuhoamaan kaikki solut. 5 ppm oli myös riittävä määrä
eliminoimaan kaikki L. monocytogenes- ja P. fragi -solut.
Tutkittaessa persistoivien ja ei-persistoivien L. monocytogenes -kantojen
desinfiointiaineresistenssiä selvisi, että bakteerien kiinnittyminen pintaan ei itsessään
suojannut niitä desinfiointiaineilta (Kastbjerg & Gram 2009). Kiinnittyneet ja planktoniset
bakteerisolut olivat yhtä herkkiä desinfiointiaineille. Panin ym. (2006) tutkimustulokset
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viittaavat siihen, että biofilmin resistenssi desinfioiville pesuaineille liittyy
ekstrasellulaaripolymeereihin eikä bakteerisoluihin itsessään. Pesuaineille altistetusta ja niille
resistenssin kehittäneestä biofilmistä irrotetut L. monocytogenes -solut osoittautuivat
tutkimuksessa yhtä herkiksi pesuaineille kuin pesuaineille altistamattomasta biofilmistä
irrotetut solut.
Biofilmien toiminnan tutkimus mahdollistaa uusien keinojen kehittämisen biofilmien
torjuntaan. Lequetten ym. (2010) mukaan biofilmien EPS:n komponentteihin kohdistuvien
entsyymien, pinta-aktiivisten aineiden ja dispersoivien ja kelatoivien aineiden yhdistelmä on
vaihtoehto perinteisille kemikaaleille elintarviketeollisuudessa. Entsyymien käytöllä voidaan
vähentää veden ja energian kulutusta ja kemikaaleja. Biofilmien muodostumis- ja
hajoamismekanismien selvittäminen mahdollistaa myös kemikaalien vähentämisen.
Esimerkiksi biofilmin luonnollisia dispersiomekanismeja hyödyntämällä biofilmisolut
voitaisiin saada planktoniseen muotoon, jolloin ne olisi helpompi poistaa (Davies 2011).
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4 BIOFILMIEN JA MIKROBIEN PESU- JA DESINFIOINTIAINEHERKKYYDEN
TUTKIMUSMENETELMÄT
4.1 Biofilmien tutkimusmenetelmät
Biofilmien tutkimusmenetelmiä on kuvattu tieteellisessä kirjallisuudessa runsaasti, mutta
mikään menetelmä ei sovi yleisesti kaikkiin tutkimuksiin (McLandsborough ym. 2006).
Tuotanto-olosuhteita tarkasti jäljittelevän mallin luominen on hankalaa elintarviketuotannon
vaiheiden ja mahdollisen luonnollisen mikrobiston vuoksi. Tutkimuksissa käytettävät
biofilmin kasvatusolosuhteet, kasvatusalusta ja huuhtelu- ja kuivausmenetelmät voivat
muuttaa biofilmin rakennetta.
Biofilmejä voidaan tutkia luonnollisessa systeemissä in situ tai kontrolloiduissa olosuhteissa
laboratoriossa in vitro (Norwood & Gilmour 2000). Erilaisilla biofilmintutkimustekniikoilla
on hyvät ja huonot puolensa. Perinteisellä solujen irrotuksella, maljauksella ja pesäkemäärän
laskemisella havaitaan elävät solut, mutta ei kuolleita (Lourenço ym. 2012). Solurykelmien
takia solumäärät saatetaan aliarvioida eikä solujen irrotus myöskään välttämättä ole täydellistä
(Lourenço ym. 2012; Pantanella 2013). Lourençon ym. (2012) mukaan menetelmä saattaa
soveltua parhaiten nuorille, kypsymättömille biofilmeille.
Epäsuorissa värjäysmenetelmissä biofilmin määrää mitataan siihen tarttuneen värin määrän
mukaan.  Värjäystekniikat ovat nopeita, mutta niissä myös kuolleet solut värjäytyvät
(Lourenço ym. 2012). Panin ym. (2010) mukaan kristalliviolettivärjäyksellä havaittava
biofilmin massa voi kasvaa, vaikka elinkelpoisten solujen määrä vähenee.
Kristalliviolettivärjäyksessä EPS:n määrä ja planktonisten solujen sedimentaatio voivat
vaikuttaa tuloksiin. Kristalliviolettimenetelmien ongelmana on myös huono toistettavuus
(Pantanella ym. 2013). Mikroskopiamenetelmillä biofilmiä voidaan tutkia teollisuuden
kannalta merkittävällä teräspinnalla (Lourenço ym. 2012). Biofilmiä pystytään tarkastelemaan
suoraan ja sen rakenne saadaan selville (Djordjevic ym. 2002; Lourenço ym. 2012).
Mikroskopia ei kuitenkaan sovellu biofilmiä tuottavien kantojen nopeaan seulontaan, koska
menetelmä vie aikaa verrattuna esim. mikrotiitterilevytesteihin.
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Mikrotiitterilevytutkimuksissa käytetään 96-kuoppalevyjä, jotka on valmistettu polymeereista
kuten PVC:sta (McLandsborough ym. 2006). Bakteerisuspensiota siirretään kuoppiin ja
inkuboidaan tietyn ajan, jonka jälkeen neste poistetaan ja kuopat pestään puskuriliuoksella
useita kertoja. Tämän jälkeen biofilmi voidaan kuivata sen kiinnittämiseksi ja värjätä
esimerkiksi kristallivioletilla, huuhdella ja kuivata. Kiinnittyneen bakteerifilmin optinen
tiheys eli absorbanssi (A) mitataan spektrofotometrisesti mikrotiitterilevyjen lukulaitteella
(Stepanovic ym. 2000; McLandsborough ym. 2006).
Christensen ym. (1985) käyttivät putkitestiä (tube test) ja kristalliviolettivärjäystä
mikrotiitterilevyllä stafylokokkibiofilmien tutkimiseen. Putkitestissä silmukallinen mikro-
organismia inkuboitiin 18 h TS-liemiputkessa, minkä jälkeen putki tyhjennettiin, värjättiin ja
värin perusteella luokiteltiin biofilmin määrä. Mikrotiitterilevymenetelmässä optisen tiheyden
mittaus tehtiin suoraan värjätyistä ja kuivatetuista levyistä. Stepanovic ym. (2000) muuttivat
tekniikkaa niin, että väri liuotettiin 33 % (v/v) vedettömään etikkahappoon mittausta varten.
Kuivista kuopista ja etikkahappokuopista mitattujen tulosten välillä oli merkitseviä eroja. Kun
mittaus tehtiin etikkahappokuopista, kannoista suurin osa luokiteltiin kohtalaisesti tai vahvasti
kiinnittyviin; kuivista kuopista mitattuna kannoista suurin osa kannoista luokittui heikosti
kiinnittyviin. Stepanovicin ym. (2000) mukaan värin liuottaminen mahdollistaa ei ainoastaan
kuopan pohjaan vaan myös seiniin kiinnittyneen värin mittaamisen. Tulokset korreloivat
myös paremmin putkitestin tulosten kanssa kuin kuivista kuopista mitattuna. Kristallivioletin
liuottamiseen on käytetty usein 95 % etanolia (Djordjevic ym. 2002; Borucki ym. 2003;
Harvey ym. 2007; Kumar ym. 2009; Toivanen 2009; Zameer 2010).
Lourençon ym. (2012) tutkimustulosten mukaan nopeisiin rapid screening -menetelmiin
perustuvia tuloksia L. monocytogenes -kantojen biofilmin muodostuskyvystä ei voi suoraan
yleistää teollisissa ympäristöissä päteviksi. Tutkimuksessa vertailtiin biofilmin muodostusta
mittaavia menetelmiä 30 L. monocytogenes -kannalla. Testattavana oli kaksi
mikrotiitterilevypohjaista ja kaksi teräslevykasvatusmenetelmää. Mikrotiitterilevymenetelmiä
olivat kristalliviolettimenetelmä ja Calgary Biofilm Device (CBD), ja teräslevymenetelmiä
solujen irrotukseen, maljaukseen ja pmy-laskentaan perustuva menetelmä sekä
kvantitatiivinen epifluoresenssimikroskopointi. Kantojen biofilminmuodostuskyvystä saatiin
erilaisia tuloksia eri menetelmillä.  Vain teräslevymenetelmien välillä oli tilastollisesti
merkitsevä korrelaatio. Toiseksi korkein korrelaatio oli kristallivioletti- ja CBD-menetelmillä.
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Keskenään eniten korreloivissa menetelmissä oli samanlainen kasvatusalusta, joko teräslevy
tai polystyreeni, joilla on erilaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet. Lourençon ym. (2012)
mukaan polystyreenimenetelmää käytettäessä suhteellinen biofilminmuodostuskyky saatetaan
aliarvioida, mikä on otettava huomioon ennen kuin tuloksia yleistetään
teollisuusympäristöissä päteväksi.   Rivas ym. (2007) eivät myöskään havainneet korrelaatiota
kristallivioletti-mikrotiitterilevymenetelmän ja teräslevy-epifluoresenssimikroskopoinnin
tulosten välillä. Djordjevic ym. (2002) puolestaan havaitsivat, että PVC-
mikrotiitterilevymenetelmän ja PVC:llä ja ruostumattomalla teräksellä kasvatettujen
listeriabiofilmien kvantitatiivisen epifluoresenssimikroskopoinnin tulokset olivat
samansuuntaiset, joskin biofilmiä muodostui enemmän PVC- kuin teräspinnalla ja PVC-
menetelmät korreloivat keskenään paremmin.
Eräs mallisysteemi biofilmin muodostuksen tutkimiseen on CDFF (constant-depth film
fermentor) (Wimpenny 2003). Wimpennyn kollegoineen kehittämässä biofilmifermentorissa
biofilmi kasvaa kontrolloidun muotoisena ja tasaisen paksuisena. Ylimääräinen materiaali
poistetaan biofilmin päältä kaapimella. Näin muodostuva biofilmi on suurin piirtein
tasapainotilassa. Tasapainotilassa olevan mallisysteemin hyvä puoli on, että siinä aika ei
kuulu muuttujiin (Norwood & Gilmour 2000). Wimpennyn (2003) mukaan CDFF on
verrattain yksinkertainen laite ja soveltuu myös erityisen hyvin biosidien vaikutusten
tutkimiseen biofilmissä. Norwood ja Gilmour (2000) ovat tutkineet monilajisen biofilmin
muodostusta ja herkkyyttä natriumhypokloriitille CDFF-menetelmällä.
Chavantin ym. (2004) tutkimuksessa biofilmin muodostukseen käytetty teräslevymenetelmä
osoittautui tehokkaaksi. Siinä nesteviljellyt solut sentrifugoitiin ja suspensoitiin
supernatanttiinsa niin, että suspension absorbanssi aallonpituudella 600 nm (A600nm) oli 0,6–
0,7. Suspensio kaadettiin petrimaljalle, jolla oli teräslevy. Kasvatusliemi vaihdettiin kahden
tunnin jälkeen ja sen jälkeen 24 tunnin välein. Tällä menetelmällä biofilmiä oli muodostunut
viikon jälkeen 2.3 x 108 solua/cm2, joka oli melkein 2 log-yksikköä enemmän kuin ilman
kasvatusliemen vaihtoa. Kiinnittyneet solut irrotettiin sonikaatiolla ja viljeltiin maljoille
solumäärän laskemiseksi. Menetelmä soveltuu myös desinfiointiainetutkimuksiin. Oliveiran
ym. (2010) kehittämä biofilmimalli oli toimiva ja soveltuva biofilmien biotransfer-
potentiaalin, bakteerien kiinnittymisen ja biofilmin muodostumisen tutkimiseen. Mallissa oli
kasvatusliemeen upotettuna ruostumaton nelikerroksinen teräsjalusta, jonka kerrokseen
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mahtuu 21 teräslevyä vertikaalisesti asetettuna. Levyille kiinnittyneiden bakteerisolujen
määrä laskettiin tietyin väliajoin irrottamalla solut levyiltä ja viljelemällä maljoille. Levyjä
tarkasteltiin lisäksi SEM:lla kolmiulotteisten rakenteiden havaitsemiseksi.
Biofilmin kasvatustapa (dynaaminen tai staattinen) vaikuttaa biofilmin rakenteeseen ja
geenien ilmentymismalleihin (Rieu ym. 2008a), mikä on hyvä ottaa huomioon tutkimusten
suunnittelussa ja menetelmien valinnassa. Todhanakasemin ja Youngin (2008) mukaan sama
L. monocytogenes -kanta voi käyttäytyä eri tavalla mikrotiitterilevytestissä ja
virtauskammiosysteemissä. Mikrotiitterilevymenetelmä ei pystynyt paljastamaan L.
monocytogenes -kantojen virtauskammiossa havaittua hyperbiofilmifenotyyppiä. Biofilmin
muodostusta onkin hyvä tutkia useammalla menetelmällä (Todhanakasem ja Young 2008).
Marsh ym. (2003) kehittivät L. monocytogenes -kantojen biofilmin muodostuksen tutkimiseen
kolmivaiheisen lähestymistavan, jossa tutkittiin ensin bakteerien kiinnittymiskyky
polystyreeniputki-kristalliviolettivärjäys-menetelmällä.  Sen jälkeen tarkasteltiin muovisille
kammio-objektilevyille kiinnittyneiden solujen muodostamia rakenteita wide-field-
fluoresenssimikroskopialla (WFM) ja teräslevyille muodostuneita biofilmirakenteita SEM:lla.
Eri menetelmillä sadut tulokset olivat linjassa keskenään, ja esim. WFM:lla havaitut
kiinnittyneiden solujen verkostomaiset rakenteet korreloivat SEM:lla todettujen
monimutkaisten biofilmirakenteiden kanssa. Edullisempi WFM-menetelmä saattaa siis
soveltua biofilminmuodostajien seulomiseen (Marsh ym. 2003).
Oikean kasvatusliemen valinta tutkimuksiin on tärkeää, koska eri bakteerilajit ja -kannat
tarvitsevat erilaiset olosuhteet biofilmin muodostukseen (Stepanovic ym. 2004). Stepanovicin
ym. (2004) tutkimuksessa selvitettiin Salmonella spp. ja L. monocytogenes -kantojen
biofilmin muodostusta muovisella mikrotiitterilevyllä eri kasvatusliemissä. Salmonellakannat
tuottivat yleisesti enemmän biofilmiä kuin L. monocytogenes -kannat. Salmonella tuotti
biofilmiä parhaiten laimennetussa (1/20) TS-liemessä, jossa 72,9 % 122 kannasta muodosti
biofilmiä. TS-liemessä biofilmiä muodostavia kantoja oli 18,9 % ja BHI-liemessä ja
lihaliemessä (meat broth) vain joitakin prosentteja. L. monocytogenes -kannat tuottivat
biofilmiä parhaiten BHI-liemessä (83,3 % 48 kannasta) ja pienempi osuus kannoista muodosti
biofilmiä myös TS-liemessä (14,6 %). Lihaliemessä vain yksi kanta tuotti biofilmiä ja
laimennetussa TS-liemessä ei yksikään. Myös Marsh ym. (2003) havaitsivat, että bakteerien
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kasvuliuos voi vaikuttaa biofilmin muodostukseen. Heidän mukaansa TS-liemi on yleensä
hyvä alusta biofilmin muodostukseen, mutta deMan-Rogosa-Sharpe (MRS) -liemen Tween 80
esti biofilmin muodostusta Lactobacillus spp. ja L. monocytogenes -kannoilla.
4.2 Mikrobien pesu- ja desinfiointiaineherkkyyden ja antimikrobisten aineiden tehokkuuden
tutkimusmenetelmät
Desinfiointiaineiden tehoa tutkitaan usein suspensiotesteillä käyttöpitoisuuksilla (Wirtanen &
Salo 2003). Euroopan standardointikomitealla (European Committee for Standardization,
CEN) ja Suomen Standardisoimisliitto ry:llä (SFS) on joitakin suspensio- ja
pintatestistandardeja desinfiointiaineiden tehokkuuden arviointiin. Suspensiotesteissä
jäljitellään ihanteellista desinfiointimenettelyä (Aarnisalo ym. 2007). Desinfiointiaineen
annetaan vaikuttaa korkeina pitoisuuksina lyhyen ajan, 5–10 minuuttia. MIC-testeissä taas
desinfiointiaineen annetaan vaikuttaa pitemmän aikaa (20 h) pieninä pitoisuuksina.
Biofilmien herkkyyttä antimikrobisille aineille ei voi luotettavasti testata planktonisten
solujen herkkyyttä mittaavalla suspensiotestillä, vaan suoraan biofilmiorganismeilla,
mielellään in vivo -olosuhteita vastaavissa oloissa (Donlan 2001). Grönholmin ym. (1999)
tutkimuksessa elintarvikkeiden pilaajamikrobit olivat resistentimpiä pesu- ja
desinfiointiaineille teräspinnoilla kuin suspensiossa. Pintatesteissä desinfiointiaineet ovat
kontaktissa mikrobeihin vain yhdeltä puolelta ja pinta ja toiset mikrobit suojelevat niitä, kun
taas suspensiotestissä desinfiointiaine ympäröi mikrobin joka puolelta. Koska
elintarviketeollisuudessa mikrobit ovat yleensä kiinnittyneitä pintoihin, pintatestit vastaavat
oikeita olosuhteita suspensiotestejä paremmin. Pintatesteissä voidaan käyttää myös erilaisia
ruokamatrikseja pohjana.
Biofilmi-biosiditutkimuksia varten on kehitetty erilaisia menetelmiä ja laitteita. Esimerkiksi
CDFF-biofilmifermentori sopii desinfiointiaineiden vaikutusten tutkimiseen (Norwood &
Gilmour 2000; Wimpenny 2003). Cruzin ja Fletcherin (2012) mukaan heidän käyttämänsä
mikrotiitterilevytesti yksinkertainen ja toistettava menetelmä, jolla voidaan vertailla
desinfiointiaineiden tehoa eri pitoisuuksilla bakteerikantoihin sekä suspensiossa että
biofilmissä. Siinä mikrotiitterilevyn kuopissa kaksi vuorokautta kasvatetut biofilmit pestään ja
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niiden päälle lisätään tutkittavaa ainetta 50 ml. Biofilmejä inkuboidaan aineen kanssa 5
minuuttia 25 °C:ssa, jonka jälkeen liuos neutraloidaan ja biofilmisolut irrotetaan kuoppien
pohjasta liuokseen puuvillavanupuikolla. Solut viljellään maljoille ja tuloksia verrataan
pelkällä vedellä käsiteltyjen kontrollinäytteiden tuloksiin.
Chavantin ym. (2004) käyttämässä teräslevymenetelmässä solusupensiota inkuboitiin 20 °C
teräslevyn sisältävällä petrimaljalla, liemi vaihdettiin kahden tunnin päästä ja siitä eteenpäin
24 tunnin välein. Liemi poistettiin kuuden tunnin tai yhden tai seitsemän vuorokauden
jälkeen, ja tutkittavaa puhdistusainetta kaadettiin levyille 30 minuutiksi. Kiinnittyneet solut
irrotettiin ultraäänellä ja viljeltiin maljoille. Romanovan ym. (2007) mukaan ATP (adenosiini-
5’-trifosfaatti) -bioluminesenssiin perustuvalla menetelmällä voidaan selvittää
desinfiointiaineiden tehokkuus nopeasti. Menetelmän havaittiin korreloivan hyvin biofilmin
irrotus ja maljaus -menetelmän kanssa.  Maljausmenetelmäkään ei tosin ole täysin luotettava,
koska kaikki solut eivät välttämättä irtoa ja irrotetut solut voivat esiintyä ryppäissä (Pantanella
ym. 2013).
Kristalliviolettimenetelmä ei sovellu hyvin antimikrobisten aineiden tehon tutkimiseen
biofilmissä, koska kristallivioletti värjää sekä elävät että kuolleet solut ja myös biofilmin
eksopolymeerimatriksin, joten elävien solujen määrää ei saada selville (Pantanella ym. 2013).
Kristalliviolettivärjäyksellä voidaan mitata biofilmin määrää, mutta ei sen aktiivisuutta (Pitts
ym. 2003). Menetelmä soveltuukin huomattavasti paremmin mittaamaan aineen kykyä poistaa
biofilmiä kuin sen desinfiointikykyä (Pitts ym. 2003; Romanova ym. 2007).
Peg lid -menetelmät kuten CBD (Calgary Biofilm Device) soveltuvat biofilmien
antimikrobiaaliherkkyyden tutkimuksiin ja MIC- ja MCEB (minimum biofilm eradicating
concentration, pienin biofilmin tuhoava pitoisuus) -arvojen määrittämiseen (Ceri ym. 1999,
Harrison ym. 2010). Laite koostuu kaksiosaisesta reaktioastiasta, jonka kansiosa tappeineen
sopii myös 96-kuoppalevyn päälle (Ceri ym. 1999). Biofilmi muodostuu tasoravistelijan
aikaansaamassa nestevirtauksessa kannen tappeihin ja sen määrä saadaan selville hajottamalla
biofilmi sonikaatiolla ja viljelemällä solut maljoille. Irrotettavien tappien avulla pystytään
seuraamaan biofilmin kasvua. Antimikrobisia aineita testattaessa tapit asetetaan biofilmin
kypsyttyä tutkittavaa ainetta sisältäviin mikrotiitterilevyn kuoppiin. Harrisonin (2010)
mukaan menetelmä on melko vähätöinen ja sillä voidaan tutkia antimikrobisten aineiden
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tehokkuutta biofilmejä vastaan high-throughput-mittakaavassa. Kun biofilmi muodostuu
tappeihin, planktonisten solujen sedimentaatiokaan ei vaikuta tuloksiin. Menetelmiä
kehitetään koko ajan lisää. Esimerkiksi Santopolo ym. (2012) yhdistivät CBD-menetelmän ja
mikro-organismien fenotyyppiseen analyysiin käytettävän Phenotype Microarray -mene-
telmän kehittääkseen tekniikan, jolla voidaan mitata toksisten aineiden vaikutusta biofilmien




Tämän pro gradu -tutkielman tavoitteena oli tutkia
1) onko pastöroimattomasta maidosta eristetyillä L. monocytogenes -kannoilla biofilmin
muodostukseen mahdollisesti vaikuttava bapL-geeni
2) muodostavatko kannat biofilmiä mikrotiitterilevyllä ja vaikuttaako bapL-geeni
kantojen biofilmin muodostukseen
3) erilaisten elintarviketeollisuudessa käytettävien pesuaineiden tehoa valittuihin
kantoihin ja selvittää myös, onko kannan mahdollisella biofilminmuodostuskyvyllä ja
bapL-geenillä vaikutusta planktonisten solujen pesuaineherkkyyteen.
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6 MATERIAALIT JA MENETELMÄT
Tutkimuksessa käytettiin Valio Oy:ltä saatuja siilomaidosta eristettyjä L. monocytogenes
-kantoja (n=26). Kantojen PFGE-tyypit on määritetty aiemmin Peltolan (2010) pro gradu
-tutkielmassa (liite 1).
6.1 BapL-geenin osoittaminen L. monocytogenes -kannoista
Kannoista tutkittiin polymeraasiketjureaktio (polymerase chain reaction, PCR) -menetelmällä,
onko niillä bapL-geeni. Kontrollikantoina käytettiin L. monocytogenes ATCC7644- ja EGD
-kantoja (EGD Jordan ym. 2008), ja lisäksi mukana oli myös L. innocua UC7117 -kanta. L.
monocytogenes EGD-kanta polveutuu Murrayn ym. alun perin 1920-luvulla kaniineista
eristämästä kannasta (Glaser ym. 2007).
6.1.1 DNA:n eristys
PCR-testiä varten DNA eristettiin kannoista Nucleospin Tissue -kitillä (Macherey-Nagel,
Saksa). Yksi pesäke siirrostettiin verimaljalta 10 ml BHI-lientä (LabM, UK)  ja inkuboitiin 37
°C:ssa 200 rpm ravistelulla 18–24 tuntia. L. innocua UC7117 -kannalla BHI-liemessä oli
lisänä erytromysiiniä 32 µg/ml. Inkuboinnin jälkeen suspensiota sentrifugoitiin 5 minuuttia
(4200 rpm). Supernatantista poistettiin 9 ml, sakka resuspensoitiin, suspensio siirrettiin
mikrosentrifugiputkeen ja sentrifugoitiin 5 minuuttia (8000 g). Supernatantti poistettiin,
putkeen lisättiin 180 µl T1-puskuria (lysotsyymi 20 mg/ml) ja sakka resuspensoitiin. Putkeen
lisättiin 25 µl proteinaasi-K-liuosta ja sekoitettiin. Näytteitä inkuboitiin kaksi tuntia 56 °C:ssa
350 rpm ravistelulla.
Inkuboitumisen jälkeen putkiin lisättiin 200 µl B3-puskuria ja sekoitettiin
koeputkisekoittajalla. Näytteitä inkuboitiin 10 minuuttia 70 °C:ssa ravistellen ja
sentrifugoitiin 5 minuuttia (11 000 g). Supernatantti siirrettiin uuteen putkeen ja siihen
lisättiin 210 µl kylmää 99 % etanolia ja sekoitettiin koeputkisekoittajalla. Putkien sisältö
siirrettiin kolonneihin ja sentrifugoitiin 1 minuutti (11 000 g), minkä jälkeen keräysputki
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tyhjennettiin. Kolonneihin lisättiin 500 µl BW-puskuria, sentrifugoitiin 1 minuutti (11 000 g)
ja tyhjennettiin keräysputki. Kolonneihin lisättiin 600 µl B5-puskuria, sentrifugoitiin minuutin
ajan (11 000 g) ja tyhjennettiin keräysputki.  Kolonnia sentrifugoitiin 1 minuutti (11 000 g) ja
siirrettiin uuteen putkeen. Kolonniin lisättiin 100 µl 70 °C BE-puskuria ja annettiin olla noin
minuutin huoneenlämmössä. Kolonneja sentrifugoitiin näyteputkissa 1 minuutti (11 000 g).
Kolonnit otettiin pois ja näytteet pantiin säilytykseen jääkaappiin (4 °C).
DNA:n pitoisuus ja puhtaus mitattiin NanoDrop-laitteella (Thermo Scientific) 1,5 µl:n
pisarasta. L. monocytogenes -kantojen DNA-näytteiden pitoisuudet olivat 2,00–13,08 ng/µl ja
L. innocua -näytteen DNA-pitoisuus oli 36,70 ng/µl.
6.1.2 PCR-monistus
L. monocytogenes -kannoista eristetyistä DNA-näytteistä monistettiin bapL-geenin sisältävä
alue PCR-menetelmällä GoTaq-polymeraasia (Promega, USA) käyttäen kahdella alukeparilla
(taulukko 1). Alukkeille optimoitiin sitoutumislämpötilat ja pidennysajat niin, että L.
monocytogenes -kontrollikantojen PCR-tuotteet muodostivat geelille vahvan vyöhykkeen.
EGD-kanta tiedettiin bapL-positiiviseksi, ja optimoinneissa myös ATCC7644-kannalla
todettiin olevan bapL-geeni. Taulukossa 2 on alukkeille käytetyt PCR-ohjelmat. PCR tehtiin
T3 Thermocycler -laitteella (Biometra, Saksa).
Taulukko 1. PCR-tunnistuksessa käytetyt alukkeet, niiden emäsjärjestykset (5’-3’) ja











Taulukko 2.  PCR-ohjelmat alukepareille sj007 + sj008 ja sj009 + sj010.
alukkeet sj007 + sj008 alukkeet sj009 + sj010
Alkudenaturaatio 95 °C 5 min 95 °C 5 min
Denaturaatio 95 °C 1 min 95 °C 1 min
Sitoutuminen 59 °C 1 min 50 °C 1 min
Pidennys 72 °C 1 min 72 °C 1 min
Loppupidennys 72 °C 5 min 72 °C 5 min
Säilytys 4 °C 4 °C
PCR-menetelmän 1 x reaktioseos (50 µl) sisälsi 30,75 µl nukleaasivapaata vettä, 10 µl 5 x
green -puskuria (Promega), 3 µl MgCl2 (25 nM, Promega), 1 µl dNTP-seosta (10 mM,
Finnzymes, Espoo), 2 µl kumpaakin alukeparin aluketta (konsentraatio 10 µmol/l, Oligomer,
Helsinki), 0,25 µl GoTaq-polymeraasia (Promega) ja 1 µl templaatti-DNA:ta.
PCR-ohjelman jälkeen näytteille tehtiin agaroosigeelielektroforeesi. Agaroosigeeli (1 %)
valmistettiin liuottamalla agaroosia (Invitrogen, Espanja) 1 x TAE (Tris-asetaatti-EDTA)
-puskuriin. Jotta PCR-tuotteet näkyisivät UV-valossa, geeliin lisättiin valmistusvaiheessa
SYBR Safe DNA Gel Stain -väriä (Invitrogen) 1 µl/10 ml.
Alukkeilla sj007 ja sj008 saatujen PCR-tuotteiden elektroforeesiin käytettiin 300 ml:n geeliä
ja Maxicell EC360M -geelielektroforeesilaitetta (E-C Apparatus, USA). Näytteitä tuli
kaivoihin 14 µl. Näytteiden annettiin erottua geelillä 2 tunnin ajan 120 V jännitteellä.
Alukkeilla sj009 ja sj010 saaduille PCR-tuotteille käytettiin 100 ml:n geeliä ja Horizon 11x14
-geelielektroforeesilaitetta (Life Technologies, USA). Näytteitä tuli 20 µl/kaivo. Näytteet
erottuivat geelillä 1 h 15 min 110 V jännitteellä.
PCR-tuotteiden koon määrittämiseksi geelien reunakaivoihin lisättiin 6 µl
molekyylipainomarkkeria (4 µl nukleaasivapaata vettä, 1 µl 6 x loading dye (Fermentas) ja 1




6.2 Kantojen biofilmin muodostuksen mittaaminen TCP-menetelmällä
L. monocytogenes -kantojen biofilmin muodostusta (n=26) tutkittiin tissue culture plate (TCP)
-menetelmällä. Kontrolleina käytettiin L. monocytogenes -kantoja ATCC7644 ja EGD sekä S.
epidermidis -kantoja ATCC35984 (positiivikontrolli) ja ATCC12228 (negatiivikontrolli).
Kasvatusliemeksi valittiin TS-liemi, jossa oli 1 % glukoosia, koska Zameerin ym. (2010)
tutkimuksessa se oli havaittu hyväksi biofilmin kasvatusliemeksi, ja koska Juolan (2012)
tutkimuksessa käytetty TS-liemi hiiva-, glukoosi- ja NaCl-lisällä ei ollut toiminut
kalanjalostuslaitoksesta eristetyillä L. monocytogenes -kannoilla. Juolan (2012) tutkimuksessa
biofilmiä ei muodostunut ja kuoppalevyille pipetoidun bakteerisuspension mitatut
absorbanssit jäivät alhaisiksi. Myös Toivasen (2009) tutkimuksessa joillakin kannoilla
bakteerisuspension absorbanssi (A600nm) oli liian pieni kuoppiin siirrettäväksi. Tässä
tutkimuksessa päätettiinkin käyttää bakteerisuspensioiden inkuboinnin aikana ravistelua,
jättää näytteet laimentamatta 1:100 ja säätää niiden absorbanssit suuremmiksi (A600nm: 1),
jotta bakteerimäärä suspensiossa olisi riittävä TCP-mikrotiitterilevylle siirrettäessä. Tietyistä
kannoista tehtiin viljely maljoille absorbanssin säädön jälkeen bakteerimäärän tarkistamiseksi.
L. monocytogenes -kantojen EGD, ATCC7644, 3843, 3874, 3853, 3849 ja 3841
bakteerimäärien keskiarvo oli 2,2 x 109 pmy/ml, kun absorbanssit olivat 0,978–1,007.
Esitesteissä bakteereja kasvatettiin TS-liemessä kuoppalevyillä 30 ja 25 °C:ssa 24 ja 48 tuntia.
Kiinnittymistä tapahtui molemmissa lämpötiloissa, mutta 25 °C valittiin, koska se on
lähempänä huoneenlämpötilaa. Inkubointiajaksi valittiin 48 tuntia, jotta bakteerit ehtisivät
kiinnittyä/muodostaa biofilmiä enemmän.
Kantoja kasvatettiin veriagarmaljoilla (LabM, UK) 24 tuntia, minkä jälkeen otettiin
silmukallinen (1 µl) pesäkettä 10 ml:aan TS-lientä (LabM), johon oli lisätty glukoosia (1 %).
Bakteerisuspensioita inkuboitiin 37 °C:ssa 190 rpm ravistelulla 24 tuntia. Suspensioiden
absorbanssi säädettiin poistamalla supernatanttia tai lisäämällä kasvatusliuosta siten, että
absorbanssi (A600nm) oli listeriasuspensioilla 0.971–1.013.
Näytteet sekoitettiin hyvin koeputkisekoittajalla ja pipetoitiin polystyreeni-96-kuoppalevylle
(Nunclon Surface, Nunc A/S, Tanska) 200 µl/kuoppa. S. epidermidis
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-suspensiot laimennettiin 1:100 ennen kuoppiin siirtämistä. Levyä inkuboitiin 25 °C:ssa 48
tuntia, minkä jälkeen kuopat pestiin kolmeen kertaan 300 µl huoneenlämpöistä 1 x PBS -
liuosta (phosphate-buffered saline, fosfaattipuskuroitu suolaliuos). Neste poistettiin kuopista
ravistamalla. Pesujen jälkeen levyjä pidettiin hetki ylösalaisin, jotta neste poistuisi. Biofilmi
kiinnitettiin lisäämällä kuoppiin 200 µl 2 % natriumasetaattia ja poistamalla se pipetillä
hetken kuluttua. Levyä kuivattiin 60 minuuttia 60 °C:ssa, minkä jälkeen kuoppiin lisättiin 200
µl 0,1 % kristalliviolettiliuosta (Reagena, Suomi). Liuoksen annettiin vaikuttaa 15 minuuttia,
minkä jälkeen se poistettiin pipetillä.  Kuopat huuhdeltiin kolmeen kertaan 250 µl ELGA-
vettä (ei-steriili). Neste poistettiin ravistamalla. Ylimääräinen vesi poistettiin kuopista
pipetillä ja levyn annettiin kuivua ennen mittausta. Kuopista mitattiin Victor2 1420
monileimalaskimella (Wallac, PerkinElmer, USA) absorbanssi aallonpituudella 595 nm.
Rinnakkaisia kuoppia oli vähintään kolme ja toistoja tehtiin myös vähintään kolme. Toistoiksi
laskettiin myös kahden tekijän samasta bakteerisuspensiosta tekemät testit.
6.3 Kantojen pesuaineherkkyyden tutkiminen suspensiotestillä
Pesuaineiden tehoa bakteereihin tutkittiin tekemällä suspensiotesti kuudelle
pastöroimattomasta siilomaidosta eristetylle L. monocytogenes -kannalle viidellä pesuaineella,
joista neljä oli emäksisiä desinfioivia pesuaineita ja yksi vahvasti emäksinen kiertopesuaine
(taulukko 3; liitteet 3–7). Pesu- ja desinfiointiaineet saatiin tutkimusta varten KiiltoClean
Oy:ltä. Käytetty suspensiotesti on mukailtu Grönholmin ym. (1999), Aarnisalon ym. (2000;
2007) ja Heikkisen (2011) tutkimuksista, joissa käytetyt menetelmät perustuvat VTT:n ”555”
-suspensiotestiin (VTT-4278-96).
VTT:n ”555”-testissä tutkittava aine testataan viidellä mikrobikannalla (P. aeruginosa,
Salmonella choleraesuis, S. aureus, B. cereus ja Saccharomyces cerevisiae), joihin sen
annetaan vaikuttaa viisi minuuttia nesteviljelmässä (Juvonen ym. 2001). Aineen vaikutus
pysäytetään inaktivointiliuoksella ja näytteet viljellään maljoille solumäärän selvittämiseksi.
Antibakteerisella aineella voidaan katsoa olevan tehoa, jos se vähentää bakteerimäärää
(vegetatiivisten solujen määrää) suspensiotestissä vähintään 5,0 log10-yksikköä (Mosteller &
Bishop 1993 Grönholmin ym. 1999 mukaan).
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Suspensiotestiin valituista kannoista kolme oli bapL-positiivisia ja kolme bapL-negatiivisia.
Suspensiotestin lämpötila ja pesuaineiden pitoisuudet valittiin tuotekehityskemisti K. Nurmen
(KiiltoClean Oy) suosituksesta, koska ne vastaavat tai ovat lähellä käytännössä
meijeripesuissa ja -desinfioinneissa toteutuvia lämpötiloja ja pitoisuuksia. Pesuaineelle A
suositeltiin 70 °C ja pesuaineelle E 40 °C testilämpötilaa, mutta testissä käytettiin käytännön
syistä kaikille pesuaineille samaa 50 °C vesihaudetta. Laimennokset tehtiin steriiliin
hanaveteen. Neutralointiliuoksen koostumus oli taulukon 4 mukainen. Ainesosat albumiinia
lukuun ottamatta liuotettiin 400 ml:aan tislattua vettä ja autoklavoitiin. Liuos jäähdytettiin ja
säilytettiin kylmiössä. Albumiiniliuos liuotettiin 100 ml:aan tislattua vettä ja lisättiin
neutralointiliuokseen steriilisuodattamalla.
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Taulukko 4. Suspensiotestin neutralointiliuoksen koostumus.
Lesitiini (L-?-Phosphatidylcholine [60%])  (Sigma) 5 g
Tween 80 (Fluka) 30 g
Natriumtiosulfaatti (Sodium thiosulfate-5-hydrate) (Riedel-de Haën) 5,4 g
L-histidiinimonohydrokloridi (Serva) 0,5 g
Albumiini (Albumin from bovine serum, min. 96 %) (Sigma) 3,6 g
0,25 M kaliumdihydrogeeni-fosfaattipuskuriliuos 5 ml
Tislattu vesi ad. 500 ml
Jotta tiedettäisiin, kuinka paljon pelkkä 50 °C:n lämpötila vaikuttaa testissä bakteerimääriin,
L. monocytogenes ATCC7644- ja EGD -kannoille tehtiin esisuspensiotestit 5 ja 50 °C:ssa
ilman pesuaineita. EGD-kannalla bakteerimäärä oli 5 °C testissä 2,3 x 108 pmy/ml ja 50 °C
testissä 1,3 x 108 pmy/ml. ATCC7644-kannalla vastaavat määrät olivat 1,4 x 108 pmy/ml ja
6,7 x 107 pmy/ml. Bakteerimäärän 50 °C testissä todettiin olevan riittävä suspensiotestien
tekemiseen.
Listeriapesäkkeet viljeltiin neljälle tryptonisoija-agar (TSA) -maljalle (LabM, UK)
verimaljoilta (LabM, UK) ja inkuboitiin 48 tuntia 37 °C:ssa. Maljoilta otettiin kaikki
bakteerikasvusto ja siirrostettiin 35 ml:aan TS-lientä. Suspensioita inkuboitiin 24 tuntia 37
°C:ssa. Liuosta sentrifugoitiin 20 minuuttia (3000 rpm), supernatantti poistettiin ja solut
pestiin 35 ml 0,9 % NaCl-liuosta. Liuosta sentrifugoitiin 20 minuuttia (3000 rpm).
Supernatantti poistettiin ja solut suspensoitiin 4 ml:aan 0,9 % NaCl-liuosta.  Tässä vaiheessa
mitattiin liuoksen sameus A625nm, joka oli 2,37–2,68. 1 ml bakteerisuspensiota ja 1 ml 1,5 %
naudan albumiiniliuosta sekoitettiin. Seosta inkuboitiin kaksi minuuttia 5 °C:ssa.
Kontrollinäytettä varten 1 ml bakteeri-albumiinisuspensiota sekoitettiin 24 ml:aan steriiliä 50
°C hanavettä ja seosta inkuboitiin 50 °C vesihauteessa viisi minuuttia, minkä jälkeen tehtiin
laimennossarja NaCl-peptoniveteen. Laimennoksista tehtiin kaksi rinnakkaista viljelyä 10-5–
10-8 TSA-maljoille. Pesuainenäytteitä varten 1 ml bakteeri-albumiinisuspensiota sekoitettiin
24 ml 50 °C pesuainelaimennosta ja inkuboitiin 50 °C vesihauteessa viisi minuuttia.
Pesuaineen vaikutus pysäytettiin siirtämällä 0,5 ml liuosta 4,5 ml:aan neutralointiliuosta ja
annettiin vaikuttaa huoneenlämmössä vähintään viiden minuutin ajan ennen laimennossarjan
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tekoa. Laimennoksista tehtiin kaksi rinnakkaista viljelyä 10-1–10-6 TSA-maljoille. Maljoja
inkuboitiin 48 tuntia 30 °C:ssa.
Pesäkemäärät laskettiin kontrolli- ja pesuainemaljoilta ja laskettiin niiden avulla pesuaineen
mikrobeja tuhoava vaikutus (microbicidal effect, ME). ME = log Nc – log Nd, missä Nc on
mikrobimäärä kontrollinäytteessä (pmy/ml) ja Nd on mikrobimäärä pesuainenäytteessä
(pmy/ml). Pesäkkeet laskettiin ISO (International Standard Organization) -standardin
4833:1991 (E) mukaan niin, että valittiin kaksi laimennosta, joissa oli alle 300 pesäkettä (tai
vain yksi laimennos, jos kaikissa muissa oli yli 300 pesäkettä) ja laskettiin niiden
pesäkemäärien painotettu keskiarvo. Jos kummankaan laimennoksen kummallakaan maljalla
ei ollut enempää kuin 15 pesäkettä (pesuainenäytteiden laimennoksilla 10-1 ja 10-2), laskettiin
estimoitu pesäkemäärä aritmeettisena keskiarvona.
6.4 Tilastolliset menetelmät
TCP-testin tuloksia tarkasteltiin tilastollisesti IBM SPSS Statistics, version 19 -ohjelman
(SPSS, Inc.) avulla. Kantojen pareittaisvertailujen ja kantaryhmien (bapL-positiivinen/bapL-
negatiivinen) vertailujen tekemiseen sekä testin tekijän ja testipäivän sisäkorrelaatioiden
laskemiseen käytettiin lineaarista sekamallia, jossa selitettävänä muuttujana oli
log10(A595nm/10). Absorbanssilukujen logaritmimuunnosta käytettiin symmetrisoimaan
jakaumaa niin, että päästiin lähemmäksi normaalijakaumaa, jolloin mallioletukset olivat
paremmin voimassa. Kiinteinä selittäjinä olivat kanta tai kantaryhmä ja satunnaisina
selittäjinä testin tekijä ja päivämäärä. Satunnaiset selittäjät ottivat huomioon datan
korrelaatiorakenteen. Jotta voitaisiin arvioida testin tekijän ja testipäivän vaikutuksia testin
tuloksiin, niille laskettiin sisäkorrelaatiot. Kannoille tehdyissä pareittaisvertailuissa käytettiin




Kymmenen 26 kannasta oli bapL-positiivisia (taulukko 5). Näistä 9 antoi positiivisen tuloksen
molemmilla alukepareilla. Kuvassa 2 on elektroforeesigeeli, jossa näkyy osa alukeparilla
sj009 ja sj010 monistetuista PCR-tuotteista. Kuvassa 3 on alukeparilla sj007 ja sj008
monistettujen PCR-tuotteiden elektroforeesigeeli. Kannat 3880 ja 3936 muodostivat heikon
vyöhykkeen geelillä vain alukeparilla sj009 ja sj010. Haaleat, heikot vyöhykkeet tulkittiin
negatiivisiksi tuloksiksi, koska ne eivät olleet samanlaisia kuin kontrollien L. monocytogenes
ATCC7644 ja EGD vahvat vyöhykkeet. L. innocua UC7117 muodosti myös haalean
vyöhykkeen ainoastaan alukeparilla sj009 ja sj010 (taulukko 6; kuva 2). Kanta 3850 muodosti
heikon vyöhykkeen alukeparilla sj007 ja sj008, mutta vahvan vyöhykkeen alukeparilla sj009
ja sj010, joten se tulkittiin positiiviseksi.
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Taulukko 5. BapL-geenin esiintyvyys Listeria monocytogenes -kannoilla PCR-menetelmällä










3837 + + +
3839 - - -
3841 + + +
3843 - - -
3845 - - -
3846 + + +
3849 + + +
3850 (+) + +
3851 + + +
3852 - - -
3853 - - -
3854 - - -
3856 - - -
3868 + + +
3874 - - -
3879 - - -
3880 - (+) -
3882 - - -
3883 - - -
3884 + + +
3887 + + +
3889 + + +
3935 - - -
3936 - (+) -
3939 - - -
3957 - - -
Taulukko 6. BapL-geenin esiintyvyys kontrollikannoilla PCR-menetelmällä kahdella




L. monocytogenes ATCC7644 + +
L. monocytogenes EGD + +
L. innocua UC7117 - (+)
58
Kuva 2. Geelielektroforeesikuva alukeparilla sj009 ja sj010 monistetuista bapL-PCR-
tuotteista. Kuvassa osa näytteistä. Geelin molemmissa reunoissa molekyylipainomarkkeri.
ATCC7644 ja EGD ovat positiivikontrolleja. Merkitsemättömissä kaivoissa on tähän
tutkimukseen kuulumattomia näytteitä (n=2).
Kuva 3. Geelielektroforeesikuva alukeparilla sj007 ja sj008 monistetuista bapL-PCR-
tuotteista. Geelin molemmissa reunoissa molekyylipainomarkkeri. ATCC7644 ja EGD ovat
positiivikontrolleja. Merkitsemättömissä kaivoissa on tähän tutkimukseen kuulumattomia
näytteitä (n=2).
7.2 Kantojen biofilmin muodostus
Kaikki tutkitut kannat kiinnittyivät kuoppiin, ja absorbanssien ero pelkän kasvatusliemen
absorbanssiin verrattuna oli merkitsevä (p < 0,001). Positiivikontrollikanta S. epidermidis
ATCC37984 muodosti biofilmiä yli kymmenkertaisesti L. monocytogenes -kantoihin ja S.
epidermidis ATCC12228 -negatiivikontrollikantaan verrattuna. S. epidermidis ATCC37984
-kuopissa oli värjäytynyttä kuopan pohjaan kiinnittynyttä solumassaa huomattavasti enemmän
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kuin L. monocytogenes -kuopissa (kuva 4). L. monocytogenes -kuoppien pohjalla näkyvät
värirenkaat olivat melko hentoja.
Kuva 4. Mittausvalmiita mikrotiitterilevyn kuoppia. Kuvan A c-rivillä S. epidermidis
ATCC37984, kuvan B d- ja e-rivien kolmessa oikeanpuoleisessa kuopassa kontrolli (TSB +
glukoosi 1 %). Muissa kuopissa L. monocytogenes -kantoja.
L. monocytogenes -kantojen biofilminmuodostuksessa oli eroja (kuva 5). Eniten biofilmiä
muodosti kanta 3841 (isoin absorbanssi); kanta 3850 tuotti vähiten biofilmiä (pienin
absorbanssi). Kantojen 3841, 3845, 3851, 3868, 3884, 3887, 3889, ATCC7644 ja EGD
absorbanssit erosivat merkitsevästi (p < 0,05) 3850-kannan absorbansseista. Eniten biofilmiä
muodostanut kanta 3841 erosi merkitsevästi (p ? 0,001) kaikista muista paitsi 3845-, 3851-,
3868- ja EGD-kannoista. Viiden maidosta eristetyn kannan (3841, 3845, 3851, 3868 ja 3889)
biofilminmuodostus ei eronnut merkitsevästi positiivikontrollikanta EGD:n
biofilminmuodostuksesta (p > 0,05). EGD kiinnittyi ATCC7644-kantaa paremmin, ero oli








Kuva 5. L. monocytogenes -kantojen kiinnittyminen/biofilmin muodostus mikrotiitterilevyn polystyreenipinnalle 48 h 25 °C:ssa kaikkien
toistokertojen absorbanssien (A595nm) keskiarvona. Oikeassa reunassa pelkän kasvatusliemen absorbanssikeskiarvo. Jana kuvaa 95 % luottamusväliä.
BapL-positiiviset BapL-negatiiviset
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Saman PFGE-tyypin kannoilla (Peltola 2010, liite 1) oli myös merkitseviä eroja biofilmin
muodostuksessa. 3845-kanta muodosti enemmän biofilmiä kuin 100 % samankaltaiset kannat
3854 ja 3856 (p < 0,001), ja 3850-kanta puolestaan vähemmän kuin saman tyypin 3837- ja
3884-kannat (p = 0,002; p < 0,001).  Kannat 3839 ja 3852 erosivat toisistaan myös
merkitsevästi (p = 0,004). Neljällä muulla samaa PFGE-tyyppiä olevalla kantaparilla tai -
ryhmällä ei ollut merkitseviä eroja biofilmin tuotossa kantojen välillä.
Tilastollisessa analyysissä bapL-negatiivisten ja -positivisten kantojen kiinnittymisessä oli
merkitsevä ero (p < 0,001). BapL-positiiviset kannat muodostivat bapL-negatiivisia kantoja
enemmän biofilmiä. Toisaalta bapL-negatiivinen kanta 3845 muodosti selvästi enemmän
biofilmiä kuin kaikista kannoista keskimääräisesti vähiten biofilmiä muodostanut bapL-
positiivinen 3850-kanta (p < 0,001) ja kuusi muuta bapL-positiivista kantaa (3837, 3846,
3849, 3884, 3887 ja 3889) (p ? 0,003). Kanta 3845 muodosti biofilmiä lähes yhtä paljon kuin
bapL-positiivinen 3841-kanta. Vähiten biofilmiä muodostanut kanta 3850 oli kuitenkin
varmasti positiivinen vain toisella alukeparilla.
Testipäivien laskettu sisäkorrelaatio oli 0,158 ja testin tekijän sisäkorrelaatio 0,427. Kun
sisäkorrelaatio on lähellä yhtä, korrelaatio on suuri ja lähellä nollaa pieni. Testipäivän
sisäkorrelaatio oli siis melko pieni, eli päivällä ei juuri ollut vaikutusta. Testin tekijän
sisäkorrelaatio oli suurempi, joten tekijällä on ollut jonkin verran vaikutusta testin tuloksiin.
7.3 Kantojen pesuaineherkkyys
Suspensiotestissä antimikrobisella aineella voidaan katsoa olevan tehoa, jos ME on yli 5,0
log10-yksikköä (Mosteller & Bishop 1993 Grönholmin ym. 1999 mukaan). Muuten ME-arvot
olivat kaikilla testatuilla pesuaineilla ja kannoilla yli 5,0, mutta kiertopesuaineen A (Facip)
ME kannalla 3849 oli kolmessa testissä alle 5,0 (taulukko 7). Desinfioivan vaahtopesuaineen
D (Sendes) ME oli 3849-kannalla yhdessä testissä kolmesta alle 5,0.
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Taulukko 7. Pesu- ja desinfiointiaineiden mikrobeja tuhoava vaikutus (microbicidal effect,
ME) Listeria monocytogenes -kantoihin suspensiotestissä. Toistokokeiden tulokset.
Antimikrobisella aineella katsotaan olevan tehoa, kun ME on yli 5,0 log10-yksikköä. Alle 5,0
olevat tulokset on merkitty taulukkoon keltaisella.
Kanta A Facip B Softes C Farmosept D Sendes E Boxan
3839
(bapL-)
5,7b > 6,4a > 6,4a > 6,4a > 6,4a
6,6b > 7,3a > 7,3a > 7,3a > 7,3a
5,4b > 6,2a > 6,2a > 6,2a > 6,2a
3841
(bapL+)
> 5,4a > 5,4a > 5,4a > 5,4a > 5,4a
5,0b > 5,6a > 5,6a > 5,6a > 5,6a
3843
(bapL-)
5,5 > 7,2a > 7,2a > 7,2a > 7,2a
5,2b > 6,4a > 6,4a > 6,4a > 6,4a
3845
(bapL-)
5,4 > 7,6a > 7,6a > 7,6a > 7,6a
6,4b > 6,6a > 6,6a > 6,6a > 6,6a
> 6,6a > 6,6a > 6,6a > 6,6a > 6,6a
3849
(bapL+)
4,0 > 6,5a > 6,5a > 6,5a > 6,5a




> 5,5a > 5,5a > 5,5a > 5,5a > 5,5a
> 5,4a > 5,4a > 5,4a > 5,4a > 5,4a
a: Pesuainenäytteiden laimennosmaljoilla ei ollut pesäkkeitä. ME > log Nc (mikrobimäärä
kontrollinäytteessä) (pmy/ml) – log määritysraja (pmy/ml) eli ME > log Nc – log 100.
b: Pesuainenäytteiden kaikilla laimennosmaljoilla oli < 15 pesäkettä/malja. Estimoitu Nd
(mikrobimäärä pesuainenäytteessä) on laskettu aritmeettisena keskiarvona.
Suurimmassa osassa pesuainenäytemaljoista ei ollut yhtään pesäkettä, joten tarkkaa ME-lukua
ei voitu laskea. Koska määritysraja testissä oli 100 pmy/ml, voitiin sen mukaan laskea kuinka
suuri pesuaineen ME vähintään oli. Näin saatuja ME-arvoja ei voi kuitenkaan sellaisenaan
vertailla keskenään, koska siirrostetuissa bakteerimäärissä ja kantojen kasvussa TS-liemessä
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oli selviä eroja: kontrollinäytteiden bakteerimäärät vaihtelivat välillä 2,5 x 107 – 4,1 x 109.
Kiertopesuaine A (Facip) esti pesäkkeiden kasvun maljoilla täysin vain 3851-kannalla.
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8 POHDINTA
Tutkielman tavoitteena oli tutkia L. monocytogenes -kantojen biofilmin muodostusta TCP-
menetelmällä ja selvittää, onko kannoilla biofilmin muodostukseen vaikuttava bapL-geeni.
Tarkoitus oli myös tutkia pesu- ja desinfiointiaineiden tehoa valittuihin kantoihin
suspensiotestillä.
8.1 BapL-geeni
Tutkituista pastöroimattomasta maidosta peräisin olevasta 26 L. monocytogenes -kannasta
kymmenellä oli bapL-geeni. PCR-ohjelmien optimoinnin voi katsoa onnistuneen siinä
suhteessa hyvin, että kontrollikantojen (L. monocytogenes ATCC7644 ja EGD) PCR-tuotteet
muodostivat geelillä voimakkaat vyöhykkeet. Kahden alukeparin tuloksissa oli kuitenkin
eroja: alukeparilla sj009 ja sj010 monistumista tapahtui herkemmin kuin sj007 ja sj008 -
alukeparilla. Joissakin tapauksissa alukeparilla sj007 ja sj008 ei muodostunut vyöhykettä kun
sj009 ja sj010 alukeparilla muodostui heikko vyöhyke tai alukeparilla sj007 ja sj008
muodostui hyvin heikko vyöhyke, kun sj009 ja sj010 -alukeparilla muodostui vahva vyöhyke.
Nämä alukeparien erot tulivat esiin myös Kanasen (2012) ja Kuokkasen (2012) tutkimuksissa.
Kanasen (2012) tutkimuksen jälkeen alukeparin sj007 ja sj008 PCR-ohjelman optimointia oli
jatkettu alentamalla sitoutumislämpötilaa 1 °C. Tässä tutkimuksessa oli käytössä alempi
sitoutumislämpötila.
Haaleat vyöhykkeet tulkittiin negatiivisiksi, koska positiivikontrolleilla elektroforeesigeelillä
näkyi selvät vyöhykkeet. Testissä mukana ollut L. innocua UC7117 -kanta muodosti heikon
vyöhykkeen toisella alukeparilla.  Sitä ei kuitenkaan voida verrata tutkittuihin L.
monocytogenes -kantoihin, koska ne ovat eri lajia ja L. innocua vaatisi omat alukeparinsa.
DNA:n eristyksessä saanto oli huono, jopa alle 2 ng/µl, joten joistakin kannoista DNA piti
eristää kahteen kertaan, jotta PCR-testin onnistuminen olisi todennäköisempää. Kuokkasen
(2012) pro gradu -tutkimuksessa DNA-eristyksessä T1-puskurin lisäyksen jälkeen, ennen
proteinaasi-K:n lisäämistä, liuosta inkuboitiin tunnin ajan 37 °C:ssa. Niin menetellen DNA:n
saannot olivat huomattavasti suuremmat kuin ilman inkubointia ja näytteet voitiin laimentaa
pitoisuuteen 50 ng/µl PCR-tutkimusta varten. Tässä tutkimuksessa inkubointia ei tehty, ja
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kaikki DNA-saannot jäivät alle 40 ng/µl, mahdollisesti koska solut eivät olleet täysin
hajonneet. Näytteiden puhtaudet absorbanssisuhteella 260/280 nm vaihtelivat välillä 1.33 ja
3.13. Alhaiset suhdeluvut (alle 1.8) voivat kertoa esim. proteiinikontaminaatiosta, mutta hyvin
laimeat näytteet, kuten tässä tapauksessa, voivat myös johtaa epätarkkoihin/virheellisiin
suhdelukuihin, koska 280 nm ja 260 nm absorbanssit ovat laimeilla näytteillä hyvin lähellä
toisiaan (Oxford Gene Technology 2011).
Pienestä pitoisuudesta huolimatta bapL-vyöhykkeet näkyivät geelillä hyvin, myös toistoissa.
Vähäiset DNA-pitoisuudet lisäävät kuitenkin riskiä siitä, että bapL-positiiviset kannat antavat
PCR-tunnistuksessa negatiivisen tuloksen. Tästä voisi olla kyse niillä näytteillä, jotka
muoodostivat geelillä heikon vyöhykkeen vain toisella alukeparilla. Toisaalta selvän
positiivisen tuloksen molemmilla alukepareilla antaneilla näytteillä oli pienempiä DNA-
pitoisuuksia kuin heikon vyöhykkeen muodostaneilla, joten pienikin pitoisuus riittää DNA:n
monistumiseen PCR-menetelmällä. Optimoimalla PCR-olosuhteita edelleen heikoista
vyöhykkeistä voisi ehkä saada vahvempia.
Tutkituista kannoista 30,8 % osoitettiin olevan bapL-positiivisia. Kun bapL-tuloksia verrataan
Peltolan (2010) tutkimuksessa kannoille tehtyihin PFGE-tyypityksiin, huomataan, että kaikki
kymmenen bapL-positiivista kantaa on eristetty meijereiden E ja F siiloista ja niissä on paljon
samankaltaisuutta (liite 1). Kannat 3846 ja 3849 ovat samantyyppisiä (100 % samanlaisia) ja
myös kannat 3837, 3850 ja 3884 keskenään ja kannat 3851 ja 3889 keskenään ovat samaa
tyyppiä. Kannat 3841 ja 3868 ovat samankaltaisia (yli 95 % samanlaisia) ja kanta 3887 on
samankaltainen kantojen 3851 ja 3889 kanssa. Meijerit E ja F ovat 100 km:n etäisyydellä
toisistaan, joten niihin viedään maitoa samoilta tiloilta (Peltola 2010). Peltolan (2010) mukaan
samantyyppisissä kannoissa voi olla kyse samasta kannasta, joka on säilynyt tilalla ja tullut
meijereihin uudelleen raakamaidon mukana. Jos samantyyppiset kannat laskettaisiin samaksi
kannaksi, bapL-positiivisten kantojen osuus tutkituista kannoista olisi edelleen 1/3.
Kuokkasen (2012) tutkimuksessa 24 kliinisestä, elintarvikeperäisestä ja
kalatuotantoympäristöstä peräisin olevasta kannasta vain yksi voista eristetty kanta oli bapL-
positiivinen. Kanasen (2012) projektityössä kalanjalostuslaitoksesta peräisin olleista 21 L.
monocytogenes -kannasta neljältä löydettiin bapL-geeni (10,9 %).  Toisin kuin tässä
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tutkimuksessa, sekä Kuokkanen (2012) että Kananen (2012) olivat tulkinneet myös melko
haaleat vyöhykkeet positiivisiksi.
Koska kalanjalostuslaitoksen L. monocytogenes -kannat ovat peräisin kaloista ja
vesiympäristöstä, ja raakamaidon kannat navettaympäristöstä ja lehmistä, kannoilla voisi
olettaa olevan erilaisia ominaisuuksia ja sopeutumismekanismeja ympäristöön. On
kiinnostavaa pohtia, miksi verrattuna kalaperäisiin kantoihin maidon listerialla useammalla on
bapL-geeni ja vaikuttaako bapL esimerkiksi biofilminmuodostuskyvyn kautta kantojen
selviytymiseen maitotiloilla. Raakamaidon L. monocytogenes voi olla peräisin
infektoituneesta lehmästä, huonolaatuisesta rehusta, navettaympäristöstä tai ulosteista (Husu
ym. 1990; Yoshida ym. 1998). S. aureus -mastiittikannoilla tehdyssä tutkimuksessa bap- ja
ica-positiivisilla kannoilla on havaittu negatiivisia kantoja suurempi kyky persistoida naudan
maitorauhasessa ja näin pysyä maitotilalla (Cucarella ym. 2004). Tämä johtuu siitä, että
normaalit somaattisten solujen pitoisuutta mittaavat testit eivät havaitse biofilmiä
muodostavien kantojen aiheuttamaa mastiittia, ja infektio jää huomaamatta.
Koska tämän tutkimuksen otos on melko pieni, tulosten perusteella ei voida suoraan päätellä
bapL-geenin yleisyyttä raakamaidon L. monocytogenes -bakteereilla yleensä tai verrattuna
esim. kalaperäisiin kantoihin. Jordanin ym. (2008) tutkimuksessa kliinisten kantojen EGD ja
10403s lisäksi bapL-positiivisia olivat kaksi merenelävistä peräisin olevaa kantaa, ja sitä
vastoin 8 juusto- tai juustomeijerikantaa ja yksi lihasta peräsin oleva kanta olivat bapL-
negatiivisia. BapL-geenistä ei voida myöskään päätellä suoraan L. monocytogenes -kantojen
biofilminmuodostuskykyä. Vaikka BapL osallistuu biofilmin muodostukseen, myös BapL-
negatiivisten kantojen on havaittu muodostavan biofilmiä, ja jopa BapL-positiivisia kantoja
paremmin (Jordan ym. 2008). L. monocytogenes -bakteerilla on siis muitakin mekanismeja
pinnoille kiinnittymiseen.
8.2 Kantojen biofilmin muodostus
Kaikki maidosta eristetyt L. monocytogenes -kannat kiinnittyivät/muodostivat biofilmiä
polystyreenipinnalla. Tutkimuksessa käytetty menetelmä perustui Christensenin ym. (1985)
stafylokokkitutkimuksen kristalliviolettivärjäysmenetelmään, ja kontrollikantana käytetty S.
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epidermidis oli Christensenin ym. (1985) asteikolla arvioituna vahvasti kiinnittyvä.
Verrattuna S. epidermidis -kantaan tutkitut L. monocytogenes -kantojen kiinnittyminen oli
vähäistä, mutta listerian tuloksia ei voi tulkita stafylokokeille tarkoitetulla asteikolla. Kun
maidosta eristettyjen kantojen tuloksia verrataan L. monocytogenes EGD -kantaan, jonka
muissa tutkimuksissa on havaittu muodostaneen biofilmiä, ero ei ollut yhtä suuri. Tutkittujen
kantojen välillä esiintyi vaihtelua biofilminmuodostuksessa, ja kantojen välillä oli merkitseviä
eroja. Kantojen välinen vaihtelu kiinnittymis- ja/tai biofilminmuodostuskyvyssä on havaittu
useissa muissakin tutkimuksissa L. monocytogenes -bakteerilla (Chae & Schraft 2000;
Kalmokoff 2001; Borucki ym. 2003; Di Bonaventura ym. 2008; Silva ym. 2008; Skovager
ym.  2012; Szlavik ym.  2012). Myös samaan PFGE-tyyppiin kuuluvilla kannoilla oli
merkitseviä eroja biofilmin muodostuksessa. Samankaltaisia havaintoja tehtiin Takahashin
ym. (2009) tutkimuksessa, jossa todennäköisesti samaan klonaaliseen ryhmään kuuluvat
kannat muodostivat eri määriä biofilmiä.
Ryhmien vertailussa bapL-positiiviset kannat kiinnittyivät pintaan merkitsevästi enemmän
kuin bapL-negatiiviset kannat (p<0,001). Cucarella ym. (2001, 2004) ovat havainneet saman
S. aureus -kannoilla. Tulokset viittaavat siihen, että bapL-proteiinilla on rooli L.
monocytogenes -bakteerien pintaan kiinnittymisessä, kuten Jordan ym. (2008) havaitsivat.
Jordanin ym. (2008) tutkimuksessa oli kuitenkin bapL-negatiivisia kantoja, jotka kiinnittyivät
enemmän kuin bapL-positiiviset kannat. Samoin tässä tutkimuksessa bapL-positiivinen 3850-
kanta muodosti keskimäärin vähiten biofilmiä kuin yksikään bapL-negatiivinen kanta. BapL-
negatiivinen kanta 3845 taas muodosti merkitsevästi enemmän biofilmiä kuin seitsemän
bapL-positiivista kantaa. Tämän tutkimuksen tulokset tukevat Jordanin ym. (2008) havaintoja
ja päätelmää, että bapL-kiinnittymismekanismi ei ole L. monocytogenes -bakteerin ainoa.
Rinnakkaisten ja toistotestien tulokset erosivat melko paljon toisistaan. Keskihajonta oli
suurempi ja siten 95 % luottamusväli oli pitempi kannoilla, joiden absorbanssien keskiarvo oli
suurin. Mittauksen tekijällä näyttää sisäkorrelaation perusteella olleen myös jonkin verran
vaikutusta tuloksiin, mikä ei ole kovin hyvä mittauksen luotettavuuden ja toistettavuuden
kannalta. Vaikka testi pyrittäisiin tekemään samalla tavalla, useamman tekijän ”käsiala” voi
aiheuttaa osaltaan vaihtelua tuloksiin.
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Toivanen (2009) tutki lisensiaatintutkimuksessaan L. monocytogenes -kantojen
biofilminmuodostusta mikrotiitterilevyllä kristalliviolettivärjäyksellä, ja kuten tässä
tutkimuksessa, tuloksissa oli vaihtelua saman testikerran rinnakkaisten ja eri testikertojen
välillä. Levyjen pesuun käytettiin laitetta, joten pesuissa käsiala ei vaikuttanut tuloksiin,
joskaan Toivasen mukaan laite ei aina suorittanut pesuja kunnolla. Toivasen (2009)
tutkimuksessa kasvatusliemenä käytettiin TS-lientä. Tässä tutkimuksessa TS-liemeen lisättiin
1 % glukoosia edistämään kasvua Zameerin ym.  (2010) havaintojen perusteella, ja
bakteeripitoisuus (A600nm) säädettiin ennen kuoppiin pipetointia lähelle yhtä, jotta se olisi
sama kaikilla kannoilla. Stepanovicin ym. (2004) tutkimuksissa L. monocytogenes -kannat
muodostivat biofilmiä mikrotiitterilevyllä, mutta biofilmiä muodostui paremmin BHI-
liemessä (83,3 % 48 kannasta) kuin TS-liemessä (14,6 %). BHI on ravinteikkaampi liemi kuin
TSB (Nyenje ym. 2013). Myös Romanova ym. (2007) havaitsivat L. monocytogenes -
bakteerin muodostavan biofilmiä enemmän BHI-liemessä kuin TS-liemessä. TS-liemi ei siis
välttämättä ole kannoille parhaiten soveltuva kasvatusliemi
Tässä tutkimuksessa kristalliviolettivärjätyistä kuopista mitattiin absorbanssi suoraan
huuhtelun ja kuivauksen jälkeen, kuten Christensenin ym. (1985) stafylokokkitutkimuksessa.
Monissa kristalliviolettivärjäykseen perustuvissa L. monocytogenes -biofilmitutkimuksissa
kristallivioletti kuitenkin on kvantitatiivista analyysiä varten liuotettu 95 % etanoliin ja liuos
on myös saatettu siirtää uudelle kuoppalevylle (Djordjevic ym. 2002; Borucki ym. 2003;
Harvey ym. 2007; Kumar ym. 2009; Toivanen 2009; Zameer 2010). Saattaa olla, että kun
solumassaa ja kristalliviolettia on kuopassa vähän ja epätasaisesti, liuottamalla väri etanoliin
saadaan tasaisempi väri ja kenties tarkempia ja toistettavampia tuloksia kuin kuopan pohjaan
tarttuneen värin mittauksella. Toisaalta Toivasen (2009) tutkimuksessa oli ongelmia
toistettavuudessa siitä huolimatta, että väri liuotettiin etanoliin ennen mittausta.
Tutkimuksessa käytetty mikrotiitterilevy oli polystyreenimuovia. Polystyreeni on
hydrofobinen materiaali, kuten yleensä muovit ja kumi (Sinde & Carballo 2000). Sitä vastoin
lasi ja ruostumaton teräs ovat hydrofiilisia. Takahashin ym.  (2010) havaintojen mukaan solun
pinnan hydrofobisuus vaikuttaa kiinnittymiseen silloin, kun kiinnittymispinta on
hydrofobinen, kuten PVC-muovilla. Tämä saattaa olla osasyynä kantojen väliseen vaihteluun
myös polystyreenille kiinnittymisessä ja biofilminmuodostuksessa. Hydrofiilisten ja
hydrofobisten pintojen vaikutuksesta biofilminmuodostukseen on ristiriitaisia
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tutkimustuloksia. Lourençon ym. (2012) havaintojen mukaan polystyreenimenetelmillä
määritettynä usean kannan biofilminmuodostuskyky oli pienempi kuin teräslevymenetelmillä.
Toisaalta Djordjevic ym.  (2002) raportoivat L. monocytogenes -kantojen muodostavan
enemmän biofilmiä PVC-pinnalla kuin ruostumattomalla teräspinnalla 32 °C:ssa TSBYE:ssä.
Di Bonaventuran ym. (2008) mukaan L. monocytogenes -kannat muodostavat biofilmiä
enemmän lasipinnalla teräs- ja polystyreenipintoihin verrattuna 4, 12, 22 °C:ssa ja 37 °C:ssa.
Boruckin ym. (2003) tutkimuksessa hyvin biofilmiä muodostava L. monocytogenes -kanta
biofilminmuodostaja muodosti biofilmiä sekä PVC:llä että teräksellä. Huono
biofilminmuodostaja taas kiinnittyi ja muodosti vähän solukeräymiä teräspinnalla, mutta
PVC-pinnalle se kiinnittyi yksittäisinä soluina muodostamatta biofilmiä.
Kantakohtaisilla eroilla ja ympäristöolosuhteilla, kuten lämpötilalla ja saatavilla olevilla
ravinteilla, on luultavasti merkitystä biofilmin muodostumisessa eri pinnoille. Sinden ja
Carballon (2000) havainnot viittaavat siihen, että elintarviketeollisuudessa kannattaa suosia
hydrofiilisiä materiaaleja, kuten ruostumatonta terästä, mutta Di Bonaventuran ym. (2008) ja
Lourencon (2012) tutkimustulokset eivät tue käsitystä. Koska solun hydrofobisuus näyttää
vaikuttavan hydrofobisille pinnoille kiinnittymisessä, Takahashin ym. (2010) mukaan
muovipintojen kontaminaatiota elintarvikeympäristössä voidaan ehkäistä estämällä
hydrofobisista vuorovaikutuksista johtuva kiinnittyminen. Bakteerien kiinnittymisen lisäksi
pintavalinnoissa on otettava huomioon myös puhdistus. Mafun ym. (1990) tutkimuksessa
desinfioivat pesuaineet tehosivat L. monocytogenes -bakteeriin paremmin ei-huokoisilla
pinnoilla kuten teräksellä ja lasilla huokoisiin polypropyleeniin ja nitriilikumiin verrattuna.
Boruckin ym. (2003) mukaan ei ole täysin varmaa, mittaavatko kristalliviolettivärjäykseen
perustuvat mikrotiitterilevymenetelmät kolmiulotteista biofilmin muodostusta vai pintaan
kiinnittyneiden solujen määrää. Kristallivioletin tiedetään värjäävän sekä kuolleet ja elävät
solut että EPS-matriksin (Pantanella 2013). Borucki ym. (2003) värjäsivät PVC-
mikrotiitterilevylle kiinnittyneet solut polysakkarideja sitovalla aineella, jolloin selvisi, että ne
L. monocytogenes -kannat, jotka kristalliviolettitestissä olivat värjäytyneet eniten,
muodostivat myös eniten solunulkoisia hiilihydraatteja. Tämä siis viittaisi biofilmille
keskeisen EPS:n muodostumiseen, joskaan kaikki solujen tuottamat hiilihydraatit eivät liity
biofilmin muodostukseen.  Biofilmien tutkiminen vaatii kuitenkin myös mikroskooppisen
70
lähestymistavan, jos halutaan varmasti saada selville biofilmin rakenne ja EPS:n määrä
(Oliveira ym. 2010).
8.3 Kantojen pesuaineherkkyys
Kaikkien testattujen pesuaineiden teho L. monocytogenes -kantoihin suspensiotestissä 50 °C
lämpötilassa oli riittävä, lukuun ottamatta pesuainetta A (Facip), jonka teho 3849-kantaa
vastaan jäi kolmessa toistotestissä alle viiden log10-yksikön. Myös pesuaineen D (Sendes)
teho samaan kantaan oli yhdessä kolmesta toistotestistä riittämätön. Desinfiointiaineiden ja
desinfioivien pesuaineiden teho L. monocytogenes -kantoja vastaan on ollut hyvä myös
muissa tutkimuksissa (Aarnisalo ym. 2007; Riazi & Matthews 2011; Cruz & Fletcher 2012;
Kastbjerg & Gram 2012).
Esitesteissä 50 °C veden lämpötila yksin jo vähensi hieman bakteerien määrää. Suspensiotesti
tehtiin 50 °C vesihauteessa, koska se oli lähellä testatuille pesuaineille suositeltuja
käyttölämpötiloja. Desinfioivien pesuaineiden tuotetiedotteissa mainitut suosituslämpötilat
ovat vaahtopesuaineilla C ja D 20–50/55 °C (liitteet 5 ja 6) ja pesuaineella E 30–40 °C (liite
7).
Aarnisalon ym. (2007) mukaan desinfiointiaineiden teho L. monocytogenes -bakteerin
kaltaisia ongelmallisia bakteereja vastaan pitäisi kuitenkin tutkia jääkaappilämpötilassa, ja
kylmiin ympäristöihin tarkoitettujen suosituspitoisuuksien tulisi perustua matalissa
lämpötiloissa tehtyihin tutkimuksiin. Heikkisen (2011) pro gradu -tutkimuksessa ja Juolan
(2012) tutkimuksessa tutkittiin suspensiotestillä pesuaineiden tehoa kalanjalostuslaitoksesta
peräisin oleviin L. monocytogenes -kantoihin. Suspensiotestit suoritettiin muuten melko
samalla tavalla kuin tässä tutkimuksessa, mutta testilämpötila oli 6–8 °C eli lähellä
kalanjalostuslaitoksen lämpötilaa (3–5  °C, Heikkinen 2011). Sekä Heikkisen (2011) että
Juolan (2012) suspensiotesteissä kiertopesuaine A (Facip) havaittiin tehottomaksi
pitoisuuksilla 0,4–2 %.
Tässä tutkimuksessa pesuaineen A (Facip) pitoisuus oli 1 % ja teho todettiin riittäväksi
neljällä viidestä L. monocytogenes -kannalla, joten testissä käytetty korkeampi lämpötila mitä
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luultavimmin tehosti pesuaineen toimintaa. Pesuliuoksen lämpötilalla on suuri merkitys, sillä
useimmat pesuaineet toimivat parhaiten kapealla lämpötila-alueella, ja liian matala tai korkea
lämpötila voi heikentää pesutulosta (Keener 2005). On hyvä huomioida, että
kiertopesuaineille suositeltu lämpötila on korkeahko. CIP-menetelmässä laitteiston
puhdistukseen tarvitaan ainakin 15 minuuttia soveltuvalla puhdistusaineella 50–75 °C
lämpötilassa (Christopher 2011). Pesuaineen A (Facip) kaltaisia kiertopesuaineita käytetään
yleensä noin 70 °C lämpötilassa ja testissä käytetty 50 °C lämpötila heikentää aineen tehoa
jonkin verran (tuotekehityskemisti K. Nurmi, KiiltoClean Oy, sähköpostiviesti 13.2.2014).
Koska kiertopesuaineet eivät ole desinfioivia, kiertopesuprosessiin kuuluu myös desinfiointi
kuumalla vedellä (> 92 °C) tai kemiallisesti peretikkahappo/vetyperoksidiliuoksella (K.
Nurmi, sama).
Tarkoitus oli valita suspensiotestiin sekä TCP-testissä biofilmia muodostaneita että
muodostamattomia kantoja, mutta koska TCP-testissä kannoilla ei alustavasti vaikuttanut
olevan hyvin suuria eroja kiinnittymisessä, valittiin suspensiotesteihin kolme bapL-
positiivista ja kolme bapL-negatiivista kantaa. Näistä 3849-kanta, jolle kiertopesuaineen teho
ei ollut riittävä ja jolle myös alkyyliamiinipesuaineen teho jäi liian pieneksi yhdessä testissä,
oli bapL-positiivinen. BapL-proteiinilla ei ehkä itsessään ole vaikutusta bakteerien
pesuaineherkkyyteen, vaan mahdollinen resistenssi liittynee proteiinin edistämään
biofilminmuodostukseen. Cucarellan ym. (2004) tutkimuksessa bap-positiivisen S. aureus
-kannan bap-negatiivisia kantoja suurempi antibioottiresistenssi liittyi nimenomaan
biofilminmuodostukseen, koska liemikasvatuksessa ei havaittu eroa resistenssissä bap-
negatiivisiin kantoihin verrattuna. Kannan biofilminmuodostuskyvyn ja suspensiossa olevien
solujen pesuaineherkkyyden mahdollista yhteyttä ei tämän tutkimuksen tulosten perusteella
pystytty arvioimaan.
Vaikka pesuaineiden teho suspensiotestissä oli pääosin riittävä, niiden tehoa L.
monocytogenes -biofilmeihin ei voida päätellä suspensiotestin perusteella.  Desinfioivien
pesuaineiden on todettu toimivan huonommin biofilmejä kuin suspensiossa olevia vapaita
soluja vastaan (Chavant ym. 2004; Romanova ym. 2007; Królasik ym. 2010; Cruz & Fletcer
2012). Sopiva pesuaine on valittava biofilmin mukaan (Gibson ym. 1999). Koska biofilmi voi
koostua monen lajin bakteereista, sekä gram-negatiivisista että -positiivisista, eri pesuaineiden
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yhdistelmä voi olla tehokkain. Pesuainetta valittaessa on otettava bakteerikantojen lisäksi
huomioon myös elintarvikematriksi, jossa biofilmit kasvavat (Gram ym. 2007).
8.4 Mahdollisia jatkotutkimusten aiheita
Tutkimuksessa saatiin selville, että kolmasosalla tutkituista siilomaidosta eristetyistä
kannoista oli biofilmin muodostukseen vaikuttava bapL-geeni. Olisi mielenkiintoista selvittää,
kuinka merkityksellinen bapL-proteiini on maidosta eristettyjen kantojen biofilmin
muodostuksessa. Muodostaako esim. mutaatio, josta bapL-geeni on poistettu, biofilmiä
huonommin kuin villityypin kanta, kuten aikaisemmin on havaittu S. aureus- (bap) ja L.
monocytogenes -kannoilla (Cucarella ym. 2004; Jordan ym. 2008)? TCP-testin tulosten
mukaan jotkin bapL-negatiiviset kannat muodostivat biofilmiä keskimäärin enemmän kuin
monet bapL-positiiviset kannat. Siksi voisikin yrittää selvittää, mitkä muut mekanismit
kannoilla vaikuttavat biofilmin muodostukseen. BapL-geenin esiintyvyyttä olisi hyvä tutkia
laajemminkin eri elintarvikkeista peräisin olevista kannoista, jotta nähtäisiin, esiintyykö
geeniä tasaisesti eri alkuperää olevilla listeriakannoilla.
TCP-menetelmällä kantojen havaittiin tuottavan biofilmiä, mutta menetelmällä saaduissa
tuloksissa esiintyi hajontaa. Eri kasvatuslienten ja lämpötilojen vaikutuksia voisi kokeilla.
Toisaalta voisi esimerkiksi laskea kuoppiin kiinnittyneiden solujen määrän irrottamalla solut
ja viljelemällä ne maljoille. Näin voisi koettaa selvittää, johtuuko tulosten vaihtelu
kristalliviolettivärjäyksestä vai vaihteluista biofilmin muodostuksessa. Kristallivioletin voisi
myös liuottaa kuoppien pohjalta ja reunoilta etanoliin ennen mittausta. Olisi myös
kiinnostavaa tutkia biofilmin muodostusta toisilla menetelmillä ja muilla pinnoilla kuin
polystyreenillä, esim. ruostumattomalla teräslevyllä tai lasilla, ja verrata tuloksia TCP-
menetelmällä saatuihin. Mikroskopiamenetelmillä voisi saada selville muodostuneiden
biofilmien rakenteen.
Neljän elintarviketeollisuudessa käytettävän desinfioivan pesuaineen ja yhden
kiertopesuaineen teho testattiin suspensiotestissä planktonisilla soluilla viidellä L.
monocytogenes -kannalla. Pesuaineiden teho oli suspensiossa pääosin riittävä. Koska
suspensiotestien tulokset eivät kuitenkaan koske biofilmejä, pesuaineiden teho pitäisi testata
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erikseen biofilmimallissa. Cruz ja Fletcher (2012) käyttivät pesuaineiden tehon tutkimiseen
onnistuneesti mikrotiitterilevymenetelmää, joka oli samankaltainen kuin tässä tutkimuksessa
biofilmin kasvatukseen käytetty TCP-menetelmä. Tässä tutkimuksessa
kristalliviolettivärjäyksellä saadut tulokset olivat kuitenkin vaihtelevia, joten menetelmä olisi
epävarma pesuainetestejä ajatellen. TCP-menetelmän tekniikka ja olosuhteet pitäisi ensin
saada optimoitua niin, että menetelmä mittaisi biofilmin muodostusta toistettavasti.
Lämpötilan vaikutusta pesuaineen tehoon voisi myös tutkia enemmän. Lisäksi pesuaineiden
tehoa L. monocytogenes -bakteeriin osana monilajista biofilmiä voisi testata ja selvittää,
eroavatko tulokset yksilajisen ja monilajisen biofilmin välillä.
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KIERTOPESUAINEET 
 
F 54 FACIP 
 






Käyttöalue   Putkistojen, säiliöiden ja laitteistojen kiertopesuun elintarvike- ym. teollisuudessa. 
 
Käyttöohje   Kiertopesu erillisohjeiden mukaan.  
 
Ohjeannostus   Putkistojen kiertopesu 0,4 – 1,5 %, levykoneistojen kiertopesu 0,7 – 2,0%, 
haihdutuskoneistojen kiertopesu 2,0 – 3,0 % 
 
Ominaisuudet  Tehokas eri likatyypeille ja tensidit emulgoivat tehokkaasti rasva- ja valkuaislikaa. 
Vähänvaahtoava pesuaine, jonka emäkset hajottavat lian liukeneviksi ja sekoittuviksi 
aineiksi. Ei suositella alumiinipinnoille eikä maalatuille pinnoille. 
 
Tiheys   1,33 kg/dm3 
 
Koostumus  Tehoaine    Vaikutus 
Fosfonaatteja   < 5%  Vettä pehmentävä vaikutus 
Kompleksointiainetta  < 5%  Vettä pehmentävä vaikutus 
Polykarboksylaatteja  < 5 %  Dispergoi likaa 
Ionittomia tensidejä  < 5% Likaa irrottava ja pintajännitystä 
alentava vaikutus 
Amofoteerisiä tensidejä  < 5% Likaa irrottava ja pintajännitystä 
alentava vaikutus 
Kaliumhydroksidia  < 5 %  Likaa hajottava ja  
rasvoja emulgoiva vaikutus 
Natriumhydroksidia  15 – 30 %  Likaa hajottava ja rasvoja 
emulgoiva vaikutus 
 
Ulkonäkö ja tuoksu Kirkas väritön neste 
 
pH  Käyttöliuoksen (1 %) pH n. 13 Vahvasti emäksinen 
 
Varastointi   Säilytettävä yli +0oC 
 
Valmistusmaa  Suomi 
 
Käyttö- ja ympäristö- Tuotteen tensidit ovat biologisesti hajoavia. 
turvallisuus 
 
Tuotekoodi/   60278  200 L tynnyri 
pakkauskoko   60272  1000 L kontti 
 
 
Lisätietoja  Tarkista painetun tai tulostetun esitteen ajankohtaisuus kotisivuiltamme www.kiiltoclean.fi tai 
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  PINTOJEN PESUUN  
 
 F 11 SOFTES 
 
  DESINFIOIVA VAAHTOPESUAINE KEVYTMETALLIPINNOILLE 
  
 
Käyttöalue Pakkauskoneiden, kuljetusratojen sekä kevytmetallipintojen desinfioivaan pesuun 
elintarviketeollisuudessa. 
 
Ominaisuudet Pesee ja desinfioi samalla kertaa. Poistaa tehokkaasti rasva-, valkuais- ja mikrobilikaa. 
Materiaali- ja ympäristömyötäinen tuote. 
 
Tuote on nopeavaikutteinen. Orgaanisen emäksen ja  monipuolisen tensidikoostumuksen 
ansiosta  emulgoi  tehokkaasti rasva- ja öljylikoja. Uuden polven ympäristömyötäinen 
kompleksointiaine sitoo hyvin veden kovuuden aiheuttajia ja estää säännöllisesti käytettynä 
saostumien muodostusta. Tuote huuhtoutuu helposti. Tehokkaasti puhdistavana ja helposti 
huuhtoutuvana säästää työaikaa, materiaaleja ja vettä.   
   
F 11  sisältää koorrosioestoainetta, ohjeannostuksella ja suositellulla vaikutusajalla soveltuu 
myös alumiini- ja muille kevytmetallipinnoille. Ei sisällä klooria. 
 
Käyttöohje  1.   Alkuhuuhtelu haalealla vedellä 
2.   Käyttöliuos vaahdotetaan pinnoille. Vaikutusaika  5 - 10min. 
3.   Irronnut lika ja vaahto huuhdellaan haalealla  tai lämpimällä vedellä. 
   
Ohjeannostus  2 – 4 % likaisuusasteen mukaan  
 
Tiheys  1,027 kg/dm3. 
  
Koostumus  Tehoaine   Vaikutus 
 
 Ionittomia tensidejä                 5 - 15 % Irrottaa lika, alentaa pinta-  jännitystä, 
muodostaa vaahtoa 
Kationisia tensidejä   < 5 % Desinfioiva vaikutus 
Kompleksointiainetta   < 5 % Pehmentää vettä 
Monoetanoliaamiinia    < 5 % Tehostaa pesua,  liuottaa    
  rasvaa 
 
Ulkonäkö ja tuoksu Kirkas neste 
pH  Käyttöliuoksen  pH n. 11  Emäksinen 
 
Varastointi  Säilytettävä yli 10 °C lämpötilassa 
 
Valmistusmaa  Suomi 
 
Ympäristövaikutukset Tuotteen tensidit ovat biologisesti hajoavia. Pakkaukset ovat kierrätyskelpoisia. Puhtaan, 
tyhjän kanisterin voi hävittää polttamalla. 
 
Tuotekoodi/  60036 20 L        
pakkauskoko  60035 200 L 
    
Lisätietoja  Tarkista painetun tai tulostetun esitteen ajankohtaisuus kotisivuiltamme www.kiiltoclean.fi 
  tai asiakaspalvelustamme e-mail asiakaspalvelu@kiiltoclean.fi 
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  ELINTARVIKEHYGIENIA 
DESINFIOIVAT PINTAPESUAINEET  
 
F 14  FARMOSEPT 
 
                    KLOORITON DESINFIOIVA VAAHTOPESUAINE 
 
 
Käyttöalue Elintarviketeollisuuden voimakkaasti desinfioiviin erikoispesuihin. Pesukohteita: työtasot, 
lattiat, seinät, laitteet, kuljettimet. Soveltuu käytettäväksi yleisimmillä vaahtopesulaitteilla. 
 
Ominaisuudet Laajalla alueella toimiva pesuaine, joka sisältää vaativan mikrobiologisen tason omaavan 
desinfiointiaineen. Tehokas valkuaislian poistossa.  
 
Käyttöohje  1) Pinnat huuhdotaan haalealla (n. 30 °C) vedellä.   
  2) Pinnoille suihkutetaan käyttöliuos ja annetaan vaikuttaa 10 -15 min.  
      (pesuliuoslämpötila 20 - 55°C) 
  3) Huuhtelu 
 
Ohjeannostus  2 – 4 % puhdistettavan pinnan likaisuusasteen mukaan  
 
Huomioitavaa  Käytä biosideja turvallisesti. Lue aina etiketti ja valmistetiedot ennen 
  käyttöä. 
   
Tiheys  1,10 kg/dm3 
  
Koostumus  Tehoaine   Vaikutus 
EDTA      < 5 % Vettä pehmentävä ja pesutehoa  
   lisäävä vaikutus 
Kationisia tensidejä                     < 5 % Tehokkaasti  desinfioiva  
   vaikutus 
Ionittomia tensidejä             5 – 15  % Pesevä ja vaahtoa muodostava 
   vaikutus 
Natriumhydroksidia              5 – 15  % Likaa hajottava ja rasvoja  
   emulgoiva vaikutus 
 
Ulkonäkö ja tuoksu Keltainen, kirkas neste 
 
pH  Käyttöliuoksen  pH n. 13,0   Vahvasti emäksinen 
 
Varastointi  Säilytettävä kuivassa ja viileässä (yli 3°C) paikassa. 
 
Valmistusmaa  Suoomi 
 
Ympäristövaikutukset Tuotteen tensidit ovat biologisesti hajoavia. Pakkaukset ovat kierrätyskelpoisia. Puhtaan, 
tyhjän kanisterin voi hävittää polttamalla. 
 
Tuotekoodi/  60051 20 l         
pakkauskoko  60052 200 l   
  60243 1000 l 
 
 
Lisätietoja  Tarkista painetun tai tulostetun esitteen ajankohtaisuus kotisivuiltamme www.kiiltoclean.fi 
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DESINFIOIVAT PINTAPESUAINEET 
 
  F 17 SENDES 
 
EMÄKSINEN, DESINFIOIVA VAAHTOPESUAINE 
 
 
Käyttöalue 1. Jalkinedesinfiointilaitteet.  
2. Elintarviketeollisuuden desinfioiviin erikoispesuihin, joissa materiaalit eivät kestä 
voimakasta alkaalisuutta. Soveltuu käytettäväksi matalapainepesureissa ja harjapesuissa. 
 
 
Ominaisuudet Emulgoi tehokkaasti eläinrasvaa ja poistaa tehokkaasti valkuaislikaa.  
  Kolmikomponenttiaine, joka sisältää pesevät -, desinfioivat – ja vaahtoa- 
muodostavat  aineosat samassa yhdisteessä.  
 
Käyttöohje  1. Jalkinedesinfiointiaitteen käyttöohjeen mukaan 
2. Esihuuhtelu 30o C vedellä. 
      Pinnoille suihkutetaan käyttöliuos ja annetaan vaikuttaa 5 – 10 minuuttia. 
      Pesuliuoslämpötila 20 – 50o C 
      Huuhdellaan pesulaitteen työpaineella. 
 
Ohjeannostus  2 – 4 % pinnan likaisuusasteen mukaan  
 
Tiheys  1,01 kg/dm3 
 
Koostumus Tehoaine  Vaikutus 
 Ionittomia tensidejä 5-15   % Likaa irrottava  ja vaahtoa muodostava 
   vaikutus 
 Alkyyliamiiniasetaattia 5-15 %       Muodostaa vaahtoa  
 Alkyyliamiinia < 5 % Desinfioiva vaikutus 
 Trietanoliamiinia  < 5  % Likaa hajottava ja rasvoja emulgoiva 
    vaikutus 
Sisältää myös korroosionestoainetta 
 
Ulkonäkö ja tuoksu Hajustamaton neste 
 
pH Käyttöliuoksen  pH n. 8  Heikosti emäksinen 
 
Varastointi  Säilytettävä viileässä ja auringon valolta suojattuna. 
 
Valmistusmaa  Suomi 
 
Käyttö- ja ympäristö- Tuotteen tensidit ovat biologisesti hajoavia.  
turvallisuus 
 
Tuotekoodi/  60073 20 l        
pakkauskoko  60075 200 l 
 
Lisätietoja  Tarkista painetun tai tulostetun esitteen ajankohtaisuus kotisivuiltamme www.kiiltoclean.fi 
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F 26 BOXAN  
 





Käyttöalue Kuljetuslaatikoiden, mollavaunujen ym. koneelliseen pesuun elintarviketeollisuudessa.  
F 26 Boxan soveltuu erityisesti pesukoneisiin, joiden pesulämpötila on alle 50 o C. 
 
Ominaisuudet Vahvasti emäksinen, desinfioiva pesuaine, joka on ensisijaisesti kehitetty muovipintojen 
koneelliseen tai käsin pesuun. Soveltuu myös muihin pesutarkoituksiin.  
 
Käyttöohje  1) huuhtelu haalealla vedellä.   
  2) 30-40°C pesuliuos levitetään pestävään kohteeseen.  
  3) loppuhuuhtelu lämpimällä vedellä. 
  Pesutunnelipesu erillisohjeen mukaan. 
 
Ohjeannostus  0,2-1,0 %. Edustajamme antavat erillisohjeen tarvittaessa.   
 
Tiheys  1,18 kg/dm3 
 
Koostumus  Tehoaine   Vaikutus 
 
Fosfonaattia                               < 5  % Vettä pehmentävä vaikutus 
 
Polykarboksylaatteja                  < 5 % Vettä pehmentävä ja likaa 
   dispergoiva vaikutus 
 
  Kaliumhydroksidia 5 – 15 % Likaa hajottava ja rasvoja 
     emulgoiva vaikutus 
 
  Natriumhypokloriittiliuosta  Desinfioiva ja puhdistusta 
  (aktiivikloorimäärä) 3 % tehostava vaikutus 
  
Ulkonäkö ja tuoksu Kirkas, keltainen, lievästi kloorinhajuinen neste. 
 
pH  Käyttöliuoksen  pH n. 12,0  Vahvasti emäksinen 
 
Käyttö- ja ympäristö- Pakkaukset ovat kierrätyskelpoisia. Puhtaan, tyhjän kanisterin voi hävittää polttamalla.  
turvallisuus 
 
Varastointi  Säilytettävä viileässä ja auringon valolta suojattuna. 
 
Tuotekoodi/  80351 20 l          
pakkauskoko  80372 200 l  
  80352 800 l kontti   
 
Lisätietoja  Tarkista painetun tai tulostetun esitteen ajankohtaisuus kotisivuiltamme www.kiiltoclean.fi tai 
asiakaspalvelustamme e-mail asiakaspalvelu@kiiltoclean.fi. 
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